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RÉSUMÉ 
 Le rôle de la tyrosine phosphatase Shp-1 dans le maintien de l’homéostasie de 
l’épithélium intestinal 
 
Par 
Caroline Leblanc 
Programme de Biologie Cellulaire 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.) en Biologie Cellulaire, Faculté de médecine et 
des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
Shp-1 (Src homology 2 domain-containing phosphatase 1) est une tyrosine phosphatase 
retrouvée principalement chez les cellules hématopoïétiques, mais également chez les 
cellules épithéliales. Bien que Shp-1 soit reconnue comme étant un régulateur négatif de 
plusieurs voies de signalisation intracellulaire chez les cellules hématopoïétiques, son rôle 
dans les cellules épithéliales a été jusqu’ici très peu étudié. Afin de mieux comprendre son 
rôle dans les cellules épithéliales intestinales, nous avons généré un modèle murin de 
délétion conditionnelle de Shp-1 spécifiquement dans l’épithélium intestinal (Shp-1CEI-KO). 
De manière intéressante, dès l’âge de 6 semaines, les souris expérimentales présentent une 
intestinalomégalie associée à une légère augmentation de la prolifération cryptale. La taille 
des cellules épithéliales est également augmentée, suggérant de l’hypertrophie cellulaire 
chez les souris invalidées pour Shp-1. Parallèlement, la voie de signalisation 
PI3K/Akt/mTor est activée dans l’épithélium des souris mutantes. Nous avons également 
noté une production accrue de cellules caliciformes et de leurs précurseures, les cellules 
intermédiaires, en absence de Shp-1. Par contre, la maturation des cellules de Paneth 
semble grandement compromise vu la baisse importante d’expression du lysozyme et des 
RegIIIβ et RegIIIγ, de même que la faible densité de leurs granules de sécrétion. La 
comparaison du phénotype intestinal des souris Shp-1CEI-KO avec celui des souris PtenCEI-KO 
suggère que l’hyperactivation de la voie PI3K/Akt/mTor est responsable en partie des 
altérations phénotypiques observées chez la souris invalidée pour Shp-1. En conclusion, nos 
résultats montrent que la tyrosine phosphatase Shp-1 est un régulateur important de 
l’homéostasie de l’épithélium intestinal en contrôlant notamment la croissance cellulaire et 
la différenciation des cellules de la lignée sécrétrice. 
 
Mots clés : Shp-1, tyrosine phosphatase, cellules de Paneth, cellules intermédiaires, 
Wnt/β-caténine, PI3K/Akt/mTor. 
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INTRODUCTION 
1. Le système digestif 
1.1 La structure et le rôle du système digestif 
 Le système digestif est par définition un ensemble d’organes qui interagissent afin 
de permettre la digestion d’aliments. Le phénomène de digestion consiste à dégrader les 
aliments ingérés en molécules simples, les nutriments, qui vont pouvoir être absorbés et 
distribués dans tout l’organisme par le sang. Tout ce qui n’aura pas été digéré et absorbé 
sera éliminé dans les fèces (Marieb et Hoehn, 2010). 
 Il existe deux catégories d’organes qui ensemble vont former le système digestif. Il 
y a tout d’abord les organes qui constituent le tube digestif : la bouche, le pharynx, 
l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle et le côlon qui se termine par l’anus. Ceux-ci ont 
pour rôle la digestion à proprement dit, c'est-à-dire la dégradation des aliments en plus 
petits fragments. Ils sont également responsables de l’absorption des nutriments et de leur 
répartition dans tout le corps par le sang, ou par le système lymphatique. Ensuite, il y a les 
organes annexes au tube digestif. Ceux-ci vont sécréter la bile, de nombreuses enzymes ou 
autres composés qui vont assurer la dégradation des aliments. Parmi ces organes, il y a les 
glandes salivaires, la vésicule biliaire, le pancréas et le foie (Marieb et Hoehn, 2010). 
 Le processus de digestion suit les étapes suivantes : il y a tout d’abord l’ingestion 
d’aliments par la bouche où ils sont mastiqués. Vient ensuite la déglutition qui propulse le 
bol alimentaire dans le pharynx qui, par péristaltisme, se déplace à travers l’œsophage pour 
arriver à l’estomac. C’est par une combinaison de digestion mécanique et chimique que les 
aliments sont défaits en nutriments pouvant être absorbés. Au niveau de l’estomac, le bol 
alimentaire est soumis à une digestion chimique opérée par l’acide chlorhydrique et la 
pepsine. Une digestion mécanique est également opérée en même temps grâce aux muscles 
qui entourent l’estomac créant un brassage. Ce phénomène permet par le fait même de 
pousser le chyme formé vers l’intestin grêle. Le chyme passe donc ensuite à l’intestin grêle 
où la digestion chimique est poursuivie grâce à la présence de nombreuses enzymes 
digestives issues du pancréas et aux enzymes fixées à la bordure en brosse de la paroi de 
l’intestin. La digestion mécanique permet d’augmenter l’efficacité de cette digestion 
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chimique en mélangeant le contenu provenant de l’estomac avec les enzymes digestives 
grâce à l’action du muscle lisse qui entoure l’intestin. C’est d’ailleurs lors de cette étape 
que les nutriments sont en grande majorité absorbés, bien que certains médicaments et 
l’alcool soient absorbés dans l’estomac. L’intestin absorbe donc des glucides, des lipides, 
des acides aminés, des vitamines, des électrolytes, etc. Ce qui reste est dirigé vers le côlon 
où la plus grande partie de l’eau est absorbée. Tout ce qui n’a pas été digéré ou absorbé est 
ensuite évacué par les fèces (Marieb et Hoehn, 2010). 
 Le tube digestif est composé de quatre couches principales appelées tuniques qui, de 
l’intérieur vers l’extérieur sont : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la 
séreuse. Tout d’abord, la muqueuse possède trois sous-couches : l’épithélium, la lamina 
propria et la muscularis mucosæ. L’épithélium est normalement riche en cellules qui 
produisent du mucus afin de protéger les organes contre l’autodigestion. Également, au 
niveau de l’estomac et de l’intestin grêle, la muqueuse sécrète des enzymes pour la 
digestion. Sous-jacente à l’épithélium, il y a la lamina propria qui est composée de tissu 
conjonctif. On y retrouve les capillaires sanguins qui permettent de nourrir l’épithélium, 
mais également des MALT (formation lymphatique associée aux muqueuses), qui 
permettent la défense contre les pathogènes présents dans le tube digestif. Adjacente à la 
lamina propria se trouve la muscularis mucosæ qui forme une mince couche de muscle 
lisse permettant des contractions et mouvements locaux. Ensuite, il y a la sous-muqueuse 
qui va principalement contenir des vaisseaux sanguins, des vaisseaux lymphatiques, de 
neurofibres, etc. Ensuite vient la musculeuse, qui est quant à elle généralement constituée 
de deux couches de muscle lisse, soit une couche circulaire et une couche longitudinale. La 
musculeuse permet entre autres le péristaltisme. Finalement, la dernière tunique qui forme 
le tube digestif, c’est la séreuse. Cette dernière est la couche la plus externe. Elle possède 
donc un rôle de protection des organes qui est constituée du péritoine viscéral, soit un tissu 
conjonctif lâche recouvert par du mésothélium (Marieb et Hoehn, 2010). 
1.2 L’intestin  
 L’intestin grêle est l’organe principal dans la digestion puisque l’essentiel de la 
digestion et de l’absorption s’y produit. L’intestin grêle est séparé en trois segments : le 
duodénum, le jéjunum et l’iléon. L’estomac déverse son contenu dans le duodénum, soit le 
premier segment de l’intestin grêle. Il s’agit du segment le plus court qui mesure environ 
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25 cm chez l’humain. C’est également au niveau du duodénum que se déversent les sucs 
pancréatiques (pancréas) et la bile (foie) pour permettre la digestion chimique au niveau de 
l’intestin. Ensuite, viennent dans l’ordre le jéjunum qui mesure environ 2,5 m, et l’iléon qui 
fait approximativement 3,6 m de long (Marieb et Hoehn, 2010). 
 L’intestin grêle possède certaines caractéristiques qui permettent d’augmenter 
considérablement sa surface d’absorption. Tout d’abord, la présence de plis circulaires, des 
replis permanents de la muqueuse et de la sous-muqueuse surtout développés au niveau du 
jéjunum, forcent le chyme à ralentir. Ceci favorise un contact prolongé des nutriments avec 
la muqueuse et donc, l’absorption des nutriments. Également, la présence de villosités 
favorise elle aussi l’absorption en augmentant la surface de contact entre le contenu de 
l’intestin et l’épithélium. Il est à noter que les villosités du duodénum sont très grandes et 
larges, et qu’elles rétrécissent et s’amincissent plus on se rapproche de l’iléon. La dernière 
caractéristique qui augmente la surface de contact permettant une absorption plus 
abondante dans l’intestin grêle, c’est la présence de microvillosités à la surface des cellules 
absorbantes. Également nommées bordure en brosse due à son apparence, les 
microvillosités vont contenir des enzymes qui vont effectuer les dernières étapes de 
digestion des glucides et des protéines (Marieb et Hoehn, 2010). 
1.3 L’épithélium intestinal 
 L’épithélium intestinal est organisé en unité fonctionnelle, au niveau de l’intestin 
grêle, appelée axe crypte-villosité. Les cryptes de Lieberkühn s’enfoncent jusque dans la 
sous-muqueuse, tandis que les villosités se projettent dans la lumière intestinale. Les 
cryptes vont contenir les cellules souches, les cellules prolifératives, les cellules en voie de 
différenciation et les cellules de Paneth. Les villosités quant à elles vont être uniquement 
composées de cellules différenciées. Les cellules souches de l’épithélium intestinal se 
retrouvent au fond des cryptes de Lieberkühn et vont générer les cellules progénitrices par 
division asymétrique. Au fur et à mesure que les cellules progénitrices se divisent puis 
entament un processus de différenciation, elles vont migrer hors des cryptes pour se 
retrouver au niveau des villosités, lorsque pleinement différenciées. Finalement, les cellules 
qui atteignent l’apex des villosités vont desquamer et mourir par anoïkose (Figure 1) 
(Crosnier et al., 2006). 
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 L’épithélium intestinal est composé de différents types de cellules différenciées. Il y 
a tout d’abord les cellules absorbantes, les cellules caliciformes, les cellules de Paneth et les 
cellules entéroendocrines (van der Flier et Clevers, 2009). D’autres types de cellules 
différenciées ont également été découverts bien que leurs rôles soient encore à déterminer. 
Il s’agit des cellules M, qui se retrouveraient au niveau des plaques de Peyer (Mach et al., 
2005), les cellules Tuft, un type de cellules sécrétrices (Gerbe et al., 2011), et finalement 
les cellules Cup (Figure 1) (Madara et Carlson, 1985). 
 Les cellules absorbantes, ou entérocytes, sont les cellules les plus abondantes dans 
l’épithélium intestinal. En effet, l’épithélium intestinal est composé à plus de 80 % 
d’entérocytes. Il s’agit, comme son nom l’indique, de cellules qui vont absorber les 
nutriments suite à leur digestion. Ceci va se faire à l’aide de transporteurs localisés à la 
membrane des microvillosités formant la bordure en brosse au pôle apical des cellules 
absorbantes. Les nutriments vont par la suite pouvoir traverser l’épithélium où ils vont 
atteindre la circulation sanguine (van der Flier et Clevers, 2009; Noah et al., 2011). 
 Les cellules caliciformes sont aussi appelées cellules à Gobelet ou cellules à mucus. 
Il s’agit de cellules sécrétrices les plus abondantes avec une proportion allant d’environ 4 % 
à 16 %, selon le segment de l’intestin. En effet, le nombre de cellules caliciformes 
augmente plus on se rapproche du côté caudal (Karam, 1999). Ces cellules vont produire et 
sécréter du mucus composé majoritairement de mucines, des glycoprotéines. Le mucus 
aurait deux fonctions essentielles dans l’intestin. D’une part, il jouerait le rôle de barrière 
protectrice contre le contenu intestinal et d’autre part, il limiterait la réaction immunitaire 
pour protéger les tissus (van der Flier et Clevers, 2009; Noah et al., 2011).  
 Les cellules entéroendocrines comptent plus de 15 sous-types définis selon leur 
morphologie et les hormones sécrétées. Malgré tout, elles représentent ensemble environ 
1 % de l’épithélium intestinal. Parmi les principales hormones sécrétées par les cellules 
entéroendocrines intestinales, il y a la cholécystokinine (CCK), la sécrétine et le peptide 
insulinotrope dépendant du glucose (GIP) (Egerod et al., 2012). Ensemble, ces hormones 
vont coordonner la digestion dans l’intestin (van der Flier et Clevers, 2009). 
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Figure 1: L'axe crypte-villosité de l'épithélium intestinal. 
L’épithélium intestinal est organisé en axes cryptes-villosité dans l’intestin grêle. Il est 
composé de quatre types cellulaires différenciés majoritaires, soient les cellules 
absorbantes, ou entérocytes, les cellules entéroendocrines, les cellules caliciformes et les 
cellules de Paneth. Les cellules différenciées vont se retrouver dans les villosités à 
l’exception des cellules de Paneth qui sont localisées au fond des cryptes, avec les cellules 
souches. Dans les cryptes se trouvent également les cellules progénitrices issues des 
cellules souches, qui au fur et à mesure qu’elles prolifèrent et se déterminent, migrent vers 
le haut des cryptes pour ensuite coloniser les villosités, lorsque pleinement différenciées. 
Tiré de Crosnier et al. (2006).  
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 Les cellules de Paneth sont elles aussi de la lignée des cellules sécrétrices, mais 
contrairement à toutes les cellules différenciées, celles-ci vont être localisées au fond des 
cryptes, adjacentes aux cellules souches. Leur rôle dans l’épithélium intestinal consiste à 
sécréter des peptides antimicrobiens (par exemple : lysozyme, défensines, etc.) permettant 
de contrôler la flore intestinale (van der Flier et Clevers, 2009). Également, certaines études 
tendent à montrer que les cellules de Paneth constitueraient la niche des cellules souches de 
l’intestin (Sato et al., 2011; Geiser et al., 2012). Bien que les cellules de Paneth soient 
présentes tout le long de l’intestin grêle, une plus faible proportion est présente dans le 
duodénum, en augmentant progressivement jusqu’à l’iléon, où elles sont le plus abondantes 
(Porter et al., 2002).  
1.4 Les voies de signalisation qui contrôlent la prolifération et la différenciation 
cellulaire 
 L’épithélium intestinal est un organe à renouvellement rapide qui se régénère 
entièrement en 3 à 5 jours. Les cellules prolifératives se divisent environ 4 à 5 fois dans les 
cryptes avant de se différencier, ce qui prend environ deux jours (van der Flier et Clevers, 
2009). Il existe donc de nombreuses voies de signalisation qui permettent le maintien de 
l’organisation de l’épithélium intestinal. Que ce soit pour ségréger les cellules prolifératives 
des cellules différenciées, pour conserver le caractère prolifératif des cellules souches et 
progénitrices, ou que ce soit pour déterminer le devenir des cellules, les voies de 
signalisation de l’épithélium intestinal travaillent de concert pour maintenir l’homéostasie 
intestinale. 
 1.4.1 La voie Wnt/β-caténine 
 La voie Wnt/β-caténine est activée par les facteurs de croissance extracellulaires 
Wnt (wingless/Int-1) qui sont principalement sécrétés par le mésenchyme (Miller, 2002). Il 
existe deux voies de signalisation activées par ces facteurs de croissance, soit la voie 
canonique, qui est principalement médiée par la β-caténine, et les voies non canoniques 
(indépendantes de la β-caténine) qui impliquent les flux calciques ou engendrent le 
réarrangement du cytosquelette (Gregorieff et Clevers, 2005). Il ne sera discuté ici que de la 
voie canonique. 
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 En absence de signaux Wnt, la voie canonique Wnt/β-caténine est inactive et le 
complexe de dégradation formé des protéines d’échafaudage axine 1 et APC (adenomatous 
polyposis coli) et des kinases CK1α (caséine kinase 1α) et GSK3β (glycogène synthase 
kinase 3β) va séquester la β-caténine libre dans le cytoplasme. Dans le complexe, CK1α 
phosphoryle la β-caténine sur la sérine 45, permettant alors à GSK3β de phosphoryler les 
sérines 33 et 37. Ces deux dernières phosphorylations permettent la reconnaissance de la β-
caténine par la E3 ligase βTrCP (β-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein 
ligase). L’ubiquitination qui s’en suit va entraîner la dégradation subséquente de la β-
caténine par le protéasome (Rubinfeld et al., 1996; Amit et al., 2002; Kimelman et Xu, 
2006). Dans le noyau, le répresseur transcriptionnel Groucho est lié aux membres de la 
famille TCF/LEF (T cell factor/lymphocyte enhancer factor), ce qui empêche la 
transcription de leurs gènes cibles (White et al., 2012). La liaison des facteurs Wnt 
canoniques aux récepteurs Fz (frizzled) et aux corécepteurs LRP5/6 (lipoprotein receptor-
related protein) entraine la phosphorylation de la queue cytoplasmique de LRP5/6. Ce 
motif de phosphorylation recrute alors la protéine axine 1 à la membrane, déstabilisant ainsi 
le complexe de dégradation de la β-caténine (Tamai et al., 2004). La β-caténine n’est plus 
alors phosphorylée et est ainsi stabilisée dans le cytoplasme. Par un mécanisme encore mal 
défini, la β-caténine peut par la suite transloquer au noyau où elle déplace Groucho et 
interagit avec son partenaire d’hétérodimérisation de la famille TCF/LEF. Dans 
l’épithélium intestinal, ce partenaire est TCF4 (Korinek et al., 1998; van Es et al., 2012). 
Ensemble, ils forment un facteur de transcription actif qui transcrit de nombreux gènes 
cibles, dont c-myc et cycline D1 (Figure 2A) (He et al., 1998; Tetsu et McCormick, 1999). 
 Plusieurs facteurs Wnt tels que Wnt3, Wnt6 et Wnt9b sont détectés au fond des 
cryptes dans l’intestin grêle, de même que les récepteurs Fz5, Fz7, Fz6 et les corécepteurs 
LRP5/6 (Gregorieff et al., 2005). Ceci suggère donc un rôle important pour la voie 
Wnt/β-caténine au niveau des cellules localisées au fond des cryptes, soit les cellules 
souches et prolifératives, en plus des cellules de Paneth. Effectivement, au cours des 
dernières années, de nombreuses études ont montré un rôle crucial pour la voie de 
signalisation Wnt/β-caténine sur la prolifération. Plusieurs études ont rapporté, chez la 
souris, que la perte de l’activation de la voie Wnt/β-caténine, par la délétion conditionnelle 
de TCF4 ou de la β-caténine elle-même dans l’épithélium intestinal, menait à la disparition 
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des cellules prolifératives (Korinek et al., 1998; Fevr et al., 2007). À l’inverse, la perte 
d’expression de APC entraîne une stabilisation de la β-caténine et l’hyperactivation de 
l’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF4. De plus, une prolifération 
aberrante caractérisée par une augmentation de la zone proliférative est également observée 
chez ces souris (Sansom et al., 2004; Andreu et al., 2005). Finalement, dans le cancer 
colorectal, plusieurs mutations activatrices de la voie Wnt/β-caténine ont été recensées, 
notamment au niveau des gènes qui codent pour les protéines APC, β-caténine et axine 2. 
Ces mutations résultent toutes en une hyperactivation de l’activité transcriptionnelle du 
complexe β-caténine/TCF4, caractérisée comme étant un évènement initiateur à la 
formation d’adénome (Korinek et al., 1997; Morin et al., 1997). 
 En plus d’être essentielle pour la prolifération des cellules épithéliales intestinales, 
la voie Wnt/β-caténine possède également un rôle primordial dans le maintien des cellules 
souches. Tout d’abord, plusieurs marqueurs de cellules souches intestinales (Lgr5, Sox4, 
Msi1) sont des gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine (Potten et al., 2003; Barker et al., 
2007; Fevr et al., 2007). Ensuite, chez la souris, l’inactivation de la voie Wnt/β-caténine par 
la délétion de la β-caténine ou par surexpression de DKK1 (dickkopf1), une protéine qui 
permet l’internalisation des co-récepteurs LRP5/6, les rendant indisponibles pour la liaison 
des facteurs Wnts, engendre la perte du compartiment prolifératif associée à une perte des 
cellules souches (Pinto et al., 2003; Fevr et al., 2007). 
 Un autre rôle accordé à la voie Wnt/β-caténine concerne les cellules de Paneth. Tout 
d’abord, cette voie de signalisation est responsable de la localisation au fond des cryptes de 
ce type cellulaire différencié. En effet, parmi les gènes cibles du complexe β-
caténine/TCF4 figurent les gènes codant pour les récepteurs Ephrine B2 et Ephrine B3 
(EphB2 et EphB3). Ceux-ci sont impliqués dans la compartimentalisation des cellules 
épithéliales intestinales. Plus précisément, EphB3 est exprimé au niveau des cellules de 
Paneth exclusivement, tandis que EphB2 est localisé dans les cryptes, au niveau des 
cellules prolifératives; son expression diminue graduellement à l’approche du haut des 
cryptes. Leur ligand, Ephrine B1, est quant à lui plus exprimé au haut des cryptes avec un 
gradient inverse à l’EphB2 (Batlle et al., 2002). Suite à la liaison du ligand au récepteur, il 
y a répulsion des deux cellules, permettant ainsi la compartientalisation des cellules 
(Mellitzer et al., 2000; Xu et al., 2000). Chez la souris, l’absence du récepteur EphB3 
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entraîne une délocalisation des cellules de Paneth, ce qui est accentué suite à la double 
délétion de EphB2 et EphB3 (Batlle et al., 2002). En plus de contrôler la localisation des 
cellules de Paneth, la voie Wnt/β-caténine contrôle leur maturation. La β-caténine est 
d’ailleurs souvent observée dans le noyau des cellules de Paneth, suggérant une forte 
activation de cette voie dans ce type cellulaire bien précisément. De plus, il a été observé 
que chez les souris Tcf4-/-, il y avait perte d’expression de plusieurs gènes typiques des 
cellules de Paneth, dont ceux encodant certaines α-défensines (van Es et al., 2005). À 
l’inverse, la suractivation de la voie Wnt/β-caténine induit une forte augmentation du 
nombre de cellules de Paneth matures (Andreu et al., 2005). Finalement, il a été montré que 
les cellules de Paneth constituent la niche des cellules souches dans les cryptes intestinales. 
En effet, les cellules de Paneth forment un environnement riche en signaux essentiels au 
maintien des cellules souches. Parmi ces signaux, il y a l’EGF (epithelial growth factor), le 
facteur Wnt3 et l’activation de la voie Notch chez les cellules souches (Sato et al., 2011).  
 1.4.2 La voie PI3K/Akt 
 La voie du phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt est activée par de nombreux 
récepteurs à activité tyrosine kinase (RTKs) en réponse à des facteurs de croissance et 
cytokines. Cette voie de signalisation est notamment impliquée dans la survie et la 
croissance cellulaire (Manning et Cantley, 2007). La PI3K est composée de deux sous-
unités, soit une sous-unité régulatrice p85 et une sous-unité catalytique p110. p85 possède 
deux domaines SH2 (src homology 2) permettant de lier des résidus phosphorylés sur 
tyrosine notamment au niveau des RTKs. La PI3K catalyse la phosphorylation du 
phosphatidylinositol(4,5)phosphate-2 (PIP2) en phosphatidylinositol(3,4,5)phosphate-3 
(PIP3) (Vivanco et Sawyers, 2002). Le PIP3 permet alors le recrutement des kinases Akt et 
PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) par leur domaine PH (plekstrin homology) 
permettant à PDK1 de phosphoryler Akt sur la thréonine 308. Une phosphorylation 
supplémentaire de Akt sur la sérine 473 assure son activation complète (Scoville et al., 
2008). L’effecteur principal de cette voie est la kinase Akt, et le régulateur négatif est la 
lipide phosphatase Pten (phosphatase and tensin homolog). Cette dernière déphosphoryle le 
PIP3 en PIP2, inhibant ainsi l’activation de Akt (Vivanco et Sawyers, 2002). 
 La voie PI3K/Akt est grandement connue pour son rôle dans la survie cellulaire qui 
se fait notamment en inhibant des protéines pro-apoptotiques tels que BAD et Caspase 9 
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(Datta et al., 1997; Cardone et al., 1998). Toutefois, cette voie est également impliquée 
dans la prolifération. En effet, il a été démontré que Akt est également capable de 
phosphoryler l’inhibiteur du cycle cellulaire p27Kip1 sur sa thréonine 157, ce qui mène à sa 
relocalisation cytoplasmique, empêchant ainsi son activité inhibitrice sur les complexes 
cycline/cdk (cyclin-dependant kinase) (Liang et al., 2002; Shin et al., 2002). Akt 
favoriserait aussi la prolifération cellulaire en phosphorylant et en inactivant les GSK3. 
Ainsi inhibées, les GSK3 ne pourraient plus phosphoryler et cibler la β-caténine, les 
cyclines D et E, de même que c-myc, pour leur dégradation protéosomale (Diehl et al., 
1998; Welcker et al., 2003; Yeh et al., 2004). 
 La croissance cellulaire est aussi connue comme étant régulée par la voie PI3K/Akt. 
Ceci se fait par l’activation du complexe mTORC1 (mammalian target of rapamycin 
complex 1), souvent évaluée par la phosphorylation de la protéine mTOR (mammalian 
target of rapamycin) sur la sérine 2448 (Chiang et Abraham, 2005). L’activation de 
mTORC1 se fait indirectement par l’inhibition de TSC2. En effet, Akt phosphoryle cette 
protéine GAP (GTPase activating protein) sur plusieurs résidus, ce qui permet l’activation 
de mTORC1. (Gao et Pan, 2001; Potter et al., 2002). mTORC1 peut ainsi phosphoryler 
plusieurs effecteurs en aval qui sont responsables de contrôler, entre autres, l’initiation à la 
traduction. Notamment, la S6 kinase (S6K1) est activée suite à sa phosphorylation par 
plusieurs protéines dont mTOR (Tee et Blenis, 2005). La S6K1 va pouvoir alors 
phosphoryler la protéine ribosomale S6 (rpS6) sur les sérines 235 et 236, permettant ainsi 
l’activation de la traduction (Ferrari et al., 1991). Également, mTORC1 phosphoryle et 
inactive 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1), une 
protéine qui inhibe l’activité de eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E). Ce 
dernier est un facteur d’initiation de la traduction qui lie les coiffes en 5’ des ARNm, ce qui 
permet leur recrutement à la machinerie ribosomale où ils sont traduits. Lorsque eIF4E est 
libéré de 4E-BP1, il peut alors être phosphorylé sur sa sérine 209 et activé par Mnk1 (MAP 
kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 1), une protéine en aval de la voie de 
signalisation des MAPK (mitogen-activated protein kinase) ERK1/2 (extracellular signal-
regulated kinases 1/2) (Figure 2B) (Pyronnet et al., 1999; Tee et Blenis, 2005). 
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Figure 2: Voies de signalisation qui contrôlent l'homéostasie de l'épithélium intestinal. 
A) En absence des facteurs Wnt, la voie Wnt/β-caténine est inactive et le complexe de 
dégradation, formé des protéines axine, APC et des kinases CK1α et GSK3β, séquestre et 
phosphoryle la β-caténine conduisant à sa dégradation protéosomale. En présence des 
facteurs Wnt, le complexe de dégradation est déstabilisé et la β-caténine peut par la suite 
transloquer au noyau où elle interagit avec des protéines de la famille TCF/LEF pour 
former un facteur de transcription actif. B) La voie PI3K/Akt mène à l’activation de la 
PI3K puis de Akt. Akt inhibe TSC2 par phosphorylation, ce qui permet d’activer le 
complexe mTORC1. Ce dernier permet d’activer la traduction en activant les protéines S6K 
et eIF4E. C) Lorsque la voie Notch est activée, il y a deux clivages successifs permettant le 
relâchement de NICD. Celui-ci transloque au noyau et agit comme un facteur de 
transcription en s’associant notamment à Mastermind. D) L’activation de la voie des 
RAS/RAF/MEK/ERK1/2 se fait suite à l’activation de la petite protéine G RAS, qui active 
à son tour la kinase RAF. Ceci permet la phosphorylation et activation subséquente des 
kinases MEK1/2 puis des kinases ERK1/2. Tirés de Inestrosa et Varela-Nallar (2013), Bray 
(2006) et Kolch (2000). 
A B 
C D 
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 Des études réalisées entre autres par notre laboratoire et celui de la Pre Perreault ont 
permis de montrer que la voie PI3K/Akt est impliquée dans le maintien de l’homéostasie de 
l’épithélium intestinal. Effectivement, la délétion conditionnelle de Pten chez la souris 
engendre l’activation constitutive de la signalisation PI3K/Akt et est associée à une 
augmentation de la prolifération cryptale et à de l’hypertrophie cellulaire (Langlois et al., 
2009). Des altérations dans la différenciation des cellules de la lignée sécrétrice sont 
également observées chez ces souris avec une augmentation du nombre de cellules 
caliciformes et une baisse des cellules entéroendocrines (Langlois et al., 2009; Roy et al., 
2012). 
 1.4.3 La voie Notch 
 Notch est un récepteur transmembranaire qui possède plusieurs ligands de la famille 
DSL (Delta, Serrate, Lag-2). Ces ligands sont eux-aussi transmembranaires. La 
signalisation Notch permet donc la communication entre deux cellules qui entrent en 
contact. La liaison du ligand entraîne un clivage protéolytique du récepteur Notch sur un 
site juxtamembranaire extracellulaire par une métalloprotéase de la famille ADAM (a 
disintegrin and metalloproteinase) (van Tetering et al., 2009). Par la suite, un second 
clivage, cette fois dans le domaine transmembranaire de Notch, est fait par la γ-sécrétase. 
Ceci crée la protéine NICD (notch intracellular domain) qui transloque au noyau et qui se 
lie à CSL (CBF1, Suppressor of hairless, Lag-1), de même qu’à d’autres coactivateurs tels 
que Mastermind, formant ainsi un facteur de transcription actif (Figure 2C) (De Strooper et 
al., 1999).  
La voie de signalisation Notch est connue pour son rôle dans la détermination et la 
différenciation cellulaire dans l’épithélium intestinal (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Les 
composantes de la voie sont donc exprimées principalement dans les cryptes de 
l’épithélium intestinal adulte (Schroder et Gossler, 2002). L’activation de la voie Notch 
favorise la différenciation en cellules absorbantes au détriment des cellules sécrétrices. En 
effet, les souris invalidées pour Hes1 (Hairy/enhancer of split) vont présenter dans leur 
intestin une augmentation du nombre de cellules sécrétrices et une diminution du nombre 
de cellules absorbantes (Jensen et al., 2000; Suzuki et al., 2005). À l’inverse, la 
surexpression de NICD dans l’épithélium intestinal mène à la baisse quasi totale des trois 
lignées de cellules sécrétrices (Fre et al., 2005). Les cellules qui expriment le ligand Delta 
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vont échapper à l’activation de Notch et ainsi devenir des cellules sécrétrices (Crosnier et 
al., 2005). Ceci permet donc aux cellules sécrétrices de favoriser la différenciation de leurs 
voisines en entérocytes, c’est-à-dire en activant la voie Notch chez ces cellules. 
 Bien que la voie Notch contrôle principalement le devenir cellulaire dans 
l’épithélium intestinal, elle semble également impliquée dans la prolifération et le maintien 
des cellules souches. En effet, suite à la perte de la voie Notch dans les souris invalidées 
pour CSL dans l’épithélium intestinal, il y a apparition de nombreuses cellules caliciformes. 
En réalité, les cellules prolifératives sont toutes remplacées par des cellules à mucus (van 
Es et al., 2005). Cette étude suggère que la voie Notch serait importante dans le maintien de 
la prolifération des cellules épithéliales intestinales en contrôlant l’équilibre entre la 
différenciation et la prolifération des cellules progénitrices et des cellules souches. 
 1.4.4 La voie RAS/RAF/MEK/ERK1/2 MAPK 
 La voie de signalisation ERK/MAPK est activée par de nombreux RTKs en réponse 
à différents facteurs de croissances tels que l’EGF, le TGFα, le FGFb, etc. L’activation de 
cette cascade de signalisation se fait suite à la stimulation des petites protéines G RAS 
(KRAS, NRAS, HRAS), ancrées à la membrane. Lorsque liées au GTP, les protéines RAS 
deviennent actives. Celles-ci peuvent alors recruter les kinases RAF (CRAF, BRAF, 
ARAF) à la membrane, ce qui les active. Les kinases RAF phosphorylent alors les kinases 
MEK1/2 (Mitogen activated protein kinase kinase). Dès qu’elles sont phosphorylées sur les 
sérines 217 et 221, les kinases MEK1/2 sont pleinement actives et peuvent phosphoryler à 
leur tour les kinases ERK1/2 sur la thréonine 202 et la tyrosine 204. Les kinases ERK1/2 
phosphorylent à leur tour leurs cibles tant cytoplasmiques (par exemple : Mnk, 
p90S6kinase) que nucléaires (par exemple : Elk-1, Fra-1, c-myc). La voie de signalisation 
des kinases ERK1/2 contrôle ainsi une multitude de processus cellulaires, mais 
principalement la prolifération, la survie cellulaire, la migration et la différenciation (Figure 
2D) (Yoon et Seger, 2006; Ramos, 2008; Roskoski, 2012). 
 De nombreuses évidences démontrent que cette voie de signalisation est absolument 
nécessaire à la progression du cycle cellulaire de plusieurs types cellulaires (Pages et al., 
1993; Yoon et Seger, 2006). D’ailleurs, des travaux effectués dans le laboratoire de la Pre 
Rivard sur l’épithélium intestinal ont montré que les formes actives et phosphorylées des 
kinases ERK1/2 sont détectées principalement au noyau des cellules du tiers inférieur de 
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l’axe crypte-villosité de l’intestin fœtal humain, soit dans les cellules prolifératives. De 
plus, en utilisant le modèle de différenciation en culture, les Caco-2/15, ils ont également 
observé que l’activité des kinases ERK1/2 était élevée dans les cellules prolifératives, mais 
rapidement inhibée dans les cellules confluentes et en cours de différenciation (Aliaga et 
al., 1999). L’activité des kinases ERK1/2 est également essentielle à la progression du 
cycle cellulaire, car leur inhibition entraîne l’arrêt en G1, associé à la hausse d’expression 
de l’inhibiteur p27Kip1 et la baisse d’expression de la cycline D1 (Rivard et al., 1999; 
Boucher et al., 2004). Chez la souris, la surexpression d’une forme constitutive active de 
RAS (KRASG12D) dans l’épithélium intestinal entraîne une forte augmentation de la 
prolifération cellulaire (Feng et al., 2011). D’ailleurs, l’expression d’une forme constitutive 
active de MEK1 ou de BRAF dans des cellules épithéliales intestinales normales, les 
IEC-6, est suffisante pour induire leur transformation oncogénique (Boucher et al., 2004). 
Ces études confirment donc qu’effectivement, la voie de signalisation 
RAS/RAF/MEK/ERK1/2 MAPK est importante pour la prolifération des cellules 
épithéliales intestinales. 
 La signalisation ERK/MAPK régularise également la différenciation cellulaire de 
l’épithélium intestinal. Des travaux récents dans notre laboratoire ont montré que 
l’expression de la forme constitutive active de MEK1 inhibait la différenciation 
entérocytaire induite par le facteur de transcription CDX2 (caudal type homeobox 2) 
(Lemieux et al., 2011). De plus, l’inhibition des kinases MEK par le PD98059 dans les 
HT29, augmente l’expression de gènes associés à la différenciation des cellules 
caliciformes, soit ITF (intestinal trefoil factor) et Muc2 (mucine 2) (Taupin et Podolsky, 
1999). Finalement, chez la souris, l’expression des formes actives de MEK1 ou de KRAS 
promeut la différenciation des cellules caliciformes au détriment des cellules de Paneth 
(Feng et al., 2011; Heuberger et al., 2014). 
 1.4.5 Autres voies de signalisation contrôlant la prolifération et la différenciation des 
cellules épithéliales intestinales 
 Il existe de nombreuses autres voies de signalisation qui régularisent elles aussi la 
prolifération et/ou la différenciation des cellules épithéliales intestinales. C’est notamment 
le cas de la voie des Hedgehog (Hh) qui contient trois membres : Sonic, Indian et Desert 
Hedgehog (Shh, Ihh et Dhh respectivement). Au niveau de l’intestin grêle adulte, c’est 
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principalement Ihh qui est exprimé par l’épithélium (Saqui-Salces et Merchant, 2010). Plus 
précisément, Ihh est exprimé dans les cellules différenciées, donc dans les villosités, mais 
avec une concentration plus importante à la base de ces villosités. Les récepteurs des 
Hedgehogs sont quant à eux majoritairement localisés dans le mésenchyme. (van den 
Brink, 2007). Il a été montré que Ihh permettait de restreindre la prolifération cryptale 
(Buller et al., 2012). En fait, ce morphogène est décrit comme étant un régulateur négatif de 
la prolifération dans l’épithélium intestinal en régulant la voie de signalisation 
Wnt/β-caténine par le biais de la voie des BMPs (bone morphogenetic protein) (van den 
Brink et al., 2004; van Dop et al., 2009). Malgré son rôle anti-prolifératif, il semblerait que 
la signalisation de Ihh soit nécessaire pour la formation de tumeurs puisqu’il est surexprimé 
dans les adénomes. De plus, les souris APCMin/+ inductibles pour la perte de Ihh montrent 
une augmentation du nombre d’adénomes formés. (Buller et al., 2015). Outre son rôle sur 
la prolifération, Ihh aurait aussi un rôle à jouer dans la différenciation des entérocytes et 
dans la formation de la bordure en brosse (van Dop et al., 2010). 
 Une autre voie de signalisation est également responsable de contrôler tant la 
prolifération que la différenciation des cellules épithéliales intestinales. Il s’agit de la voie 
de signalisation Hippo qui, lorsqu’activée, résulte en la phosphorylation des coactivateurs 
transcriptionnels YAP et TAZ (Yes-associated protein et Transcriptional co-activator with 
PDZ binding motif) (Zhang et al., 2008; Zhao et al., 2008). La phosphorylation de ces deux 
effecteurs les exclut du noyau, empêchant donc la transcription de leurs gènes cibles (Le 
Bouteiller et Jensen, 2014). Cette voie de signalisation, dans l’épithélium intestinal, a été 
récemment décrite comme étant un régulateur de la prolifération et de la différenciation, 
selon si la voie est activée dans les cellules souches ou dans les cellules progénitrices. En 
effet, la diminution d’expression de YAP et TAZ mène à une perte de la prolifération 
cryptale en plus de réduire le nombre de cellules caliciformes (Imajo et al., 2015). 
1.5 La détermination et la différenciation des cellules de l’épithélium intestinal 
 Tel que discuté précédemment, les cellules épithéliales intestinales vont se 
différencier parmi les différents types cellulaires qui composent l’épithélium intestinal en 
fonction des signaux qu’elles reçoivent. Ces signaux vont en réalité permettre l’expression 
de certains facteurs de transcription qui vont, à leur tour, permettre l’expression de certains 
gènes spécifiques aux différents types cellulaires. 
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Figure 3: Détermination cellulaire dans l'épithélium intestinal. 
L’activation de la voie Notch entraîne l’expression de Hes1, qui favorise la différenciation 
en cellules absorbantes. Math1, quant à lui, favorise la différenciation en cellules 
sécrétrices. Les mécanismes menant à l’apparition des cellules Tufts ne sont pas encore 
bien élucidés. Pour les cellules entéroendocrines, leur différenciation va être dépendante du 
facteur de transcription Neurogénine 3. Les cellules caliciformes et les cellules de Paneth 
sont issues d’un précurseur commun qui exprime Gfi1 et Spdef. L’expression de Klf4 va 
entraîner l’apparition de cellules caliciformes alors que les cellules de Paneth vont dépendre 
de l’expression de Sox9. Tiré de Noah et al. (2011). 
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 La différenciation des entérocytes ou cellules absorbantes se fait principalement 
sous le contrôle de la voie Notch. En fait, la voie Notch n’est pas essentielle à leur 
différenciation, mais elle l’est pour inhiber l’expression de Math1 (mouse atonal homolog 
1) qui favorise la différenciation en cellules sécrétrices (Kim et Shivdasani, 2011). En fait, 
l’inhibition d’expression de Math1 se fait par Hes1, un gène cible de la voie Notch (Figure 
3) (Akazawa et al., 1995). De plus, il existe aussi de nombreux facteurs de transcription qui 
sont impliqués dans la différenciation des cellules absorbantes en contrôlant notamment 
l’expression de gènes spécifiques aux entérocytes. Parmi ceux-ci, il y a CDX2, un facteur 
de transcription exprimé uniquement au niveau de l’épithélium de l’intestin (Beck et al., 
1999). En fait, lorsque ce facteur de transcription est exprimé, la formation d’entérocytes 
est observée et ce, même si ce n’est pas dans l’intestin. Par exemple, l’expression de CDX2 
dans l’épithélium gastrique est associée à l’apparition de métaplasie intestinale gastrique. 
Ces régions vont notamment exprimer des marqueurs spécifiques à l’intestin grêle tels que 
la sucrase-isomaltase, la villine et l’alcaline phosphatase (Barros et al., 2012).  
 La différenciation des cellules sécrétrices nécessite donc l’absence d’activation de la 
voie Notch. Tel que mentionné précédemment, c’est par l’expression du ligand de Notch 
que ces cellules échappent à cette voie de signalisation. De ce fait, la voie Notch est ainsi 
activée dans les cellules voisines, leur commandant donc de devenir des cellules 
absorbantes (Crosnier et al., 2005). L’absence d’activation de la voie Notch permet ainsi 
l’expression du facteur de transcription Math1 chez toutes les cellules précurseures aux 
cellules sécrétrices (Yang et al., 2001). Les facteurs qui permettent la détermination des 
cellules entéroendocrines, des cellules caliciformes et des cellules de Paneth sont 
relativement bien caractérisés; cependant, très peu de choses sont connues pour ce qui est 
de la différenciation des cellules Tuft, M et Cup (Figure 3).  
Tout d’abord, la différenciation des cellules entéroendocrines requiert l’expression 
du facteur de transcription neurogénine 3 (Ngn3). En effet, les souris invalidées pour Ngn3 
dans les cellules épithéliales intestinales présentent une absence totale de tous les types de 
cellules entéroendocrines dans l’intestin. En fait, Ngn3 active plusieurs facteurs de 
transcription en aval, dont NeuroD, qui vont induire la différenciation de chacun des sous-
types de cellules entéroendocrines, différenciées par les hormones qu’elles sécrètent 
(Mellitzer et al., 2010) (Figure 3). Un débalancement dans le renouvellement cellulaire est 
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toutefois observé chez ces souris. En effet, puisque les autres types cellulaires ne sont pas 
affectés par la perte de Ngn3, il y a un élargissement de la zone proliférative chez les souris 
invalidées pour Ngn3 dans l’épithélium intestinal (Mellitzer et al., 2010). 
 Suite à l’expression de Math1, les cellules qui ne deviendront pas des cellules 
entéroendocrines vont exprimer notamment Gfi1 (growth factor independent 1) et Spdef 
(SAM pointed domain containing ETS transcription factor) (Shroyer et al., 2005; 
Gregorieff et al., 2009). Il s’agit d’un type cellulaire qui correspond à un précurseur 
commun entre les cellules caliciformes et les cellules de Paneth. Certaines études ont déjà 
caractérisé ces cellules comme étant des cellules intermédiaires, c’est-à-dire qui vont 
présenter des caractéristiques associées aux deux types cellulaires (Calvert et al., 1988; 
Kamal et al., 2001). Gfi1 est un facteur de transcription exprimé sous le contrôle de Math1 
et qui réprime l’expression de Ngn3, permettant ainsi d’orienter la différenciation vers le 
précurseur Paneth/caliciforme, au détriment de la différenciation en cellules 
entéroendocrines. En effet, les souris Gfi1-/- vont présenter une très forte réduction du 
nombre de cellules caliciformes et une disparition des cellules de Paneth, alors que les 
cellules entéroendocrines vont être plus abondantes (Shroyer et al., 2005; Bjerknes et 
Cheng, 2010). Le facteur de transcription Spdef serait également impliqué au niveau du 
précurseur commun Paneth/caliciforme, mais en affectant cependant la différenciation 
terminale de ces types cellulaires. En effet, les souris invalidées pour Spdef présentent une 
accumulation de cellules précurseures immatures. Spdef semble aussi réguler l’expression 
de certains gènes cibles des cellules de Paneth et caliciformes, tels que les Cryptidines, 
Mmp7 (matrix metalloproteinase 7) et Muc2 (Gregorieff et al., 2009) (Figure 3).  
 À partir du précurseur commun Paneth/caliciforme, l’expression de certains gènes 
va induire la différenciation et la maturation de cellules caliciformes. Notamment, Klf4 
(Krüppel-like factor 4) est requis pour la différenciation et la maturation des cellules 
caliciformes. Ceci a été montré par la délétion de ce facteur de transcription dans 
l’épithélium intestinal murin, où il est observé chez les souris expérimentales une très forte 
réduction du nombre de cellules caliciformes (Katz et al., 2002). Ce phénotype a également 
été associé à une réduction d’expression de la mucine 2, un marqueur de la différenciation 
des cellules caliciformes (Figure 3) (Ghaleb et al., 2011). 
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 Évidemment, les cellules de Paneth vont elles aussi se différencier à partir du 
précurseur commun Paneth/caliciforme. La différenciation et la maturation des cellules de 
Paneth dépendent de la voie Wnt/β-caténine. Tout d’abord, les cellules de Paneth vont 
présenter de forts niveaux de β-caténine nucléaire. Ensuite, tel que décrit précédemment, la 
perte de la voie Wnt/β-caténine engendre la perte des cellules de Paneth, alors que 
l’hyperactivation de cette voie engendre l’apparition aberrante de cellules de Paneth 
(Andreu et al., 2005; van Es et al., 2005). En fait, Sox9 (sex determining region Y-box 9), 
un gène cible de la voie Wnt/β-caténine a été montré comme essentiel pour la spécification 
et la maturation des cellules de Paneth. En effet, une étude a montré l’importance pour ce 
facteur de transcription dans le contrôle entre la prolifération et la différenciation cellulaire 
puisque la perte de Sox9 dans l’épithélium intestinal résulte en l’absence de cellules de 
Paneth, qui sont alors remplacées au fond des cryptes par des cellules prolifératives (Figure 
3) (Mori-Akiyama et al., 2007). 
 L’autophagie est un processus cellulaire important pour maintenir l’homéostasie des 
cellules sécrétrices, particulièrement dans les cellules de Paneth. Il s’agit d’un processus qui 
consiste à la formation d’autophagosomes, des structures à doubles membranes qui 
permettent le recyclage et la digestion d’organelles. En fait, l’autophagosome se fusionne 
au lysosome ce qui va permettre la dégradation et le recyclage de son contenu (Klionsky et 
Emr, 2000; Kundu et Thompson, 2008). Durant le processus de formation des 
autophagosomes, la protéine cytoplasmique LC3-I est convertie en LC3-II (microtubule-
associated protein 1 light chain), qui elle est liée à la membrane de l’autophagosome. 
L’activation de l’autophagie est d’ailleurs évaluée en fonction de la présence de la forme 
LC3-II (Kabeya et al., 2000). Outre la protéine LC3, de nombreuses protéines sont 
essentielles pour le bon fonctionnement de l’autophagie et sont nommées Atg (autophagy-
related gene). Deux d’entre elles, Atg5 et Atg16, forment un complexe avec Atg12 et sont 
essentielles à l’autophagie (Kuma et al., 2002). La délétion de Atg5 ou de Atg16L1 dans 
l’épithélium intestinal murin entraîne une défectuosité des cellules de Paneth. En effet, ces 
cellules de Paneth vont présenter des défauts d’exocytose du contenu de leurs granules 
(Cadwell et al., 2008). 
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2. Les tyrosines phosphatases 
 Chacune des voies de signalisation décrites précédemment implique des jeux de 
phosphorylation et de déphosphorylation sur plusieurs protéines. Les kinases vont 
phosphoryler alors que les phosphatases vont déphosphoryler. La phosphorylation d’une 
protéine peut tant être activatrice, qu’inhibitrice. La phosphorylation d’une protéine est un 
processus en équilibre, c’est-à-dire que l’état de phosphorylation d’une protéine va 
dépendre de quel côté l’équilibre se déplace entre les kinases et les phosphatases. Ces deux 
processus en parallèle permettent un maintien de l’homéostasie de la signalisation 
intracellulaire. 
2.1 Les classes de tyrosine phosphatases 
 Dans le génome humain, il existe environ 107 gènes connus qui encodent des 
tyrosines phosphatases. Celles-ci sont regroupées dans quatre classes : les classes I, II et III 
vont regrouper des phosphatases dont le site catalytique est basé sur une cystéine, tandis 
que la classe IV est composée de phosphatases dont le site catalytique est basé sur un acide 
aspartique. La première classe contient la grande majorité des phosphatases et elle est 
divisée en deux sous-classes : les phosphatases classiques et les phosphatases à double 
spécificité. Les phosphatases classiques sont composées tant de phosphatases 
transmembranaires que de phosphatases non récepteurs et non transmembranaires. Les 
phosphatases à double spécificité sont appelées ainsi puisqu’elles sont capables de 
déphosphoryler tant des tyrosines que des sérines et des thréonines. Elles sont composées 
de nombreuses phosphatases réparties en plusieurs sous-classes (PTENs, SSHs, MTMRs, 
CDC14s, PRLs, MKPs, et DUSPs atypiques). La classe II contient une seule phosphatase 
(APC1) qui est également une phosphatase dont le domaine catalytique est basé sur une 
cystéine. La classe III contient quant à elle trois phosphatases, toujours avec un domaine 
catalytique basé sur une cystéine, de la famille des phosphatases CDC25 (cell division cycle 
25). Finalement, la classe IV va contenir quatre phosphatases ayant un domaine catalytique 
basé sur un acide aspartique : les phosphatases EYA (eyes absent) 1 à 4 (Figure 4A) 
(Alonso et al., 2004; Julien et al., 2011). 
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Figure 4: Les tyrosines phosphatases. 
A) Les 107 phosphatases sont réparties en 4 classes. La première classe comprend la grande 
majorité des phosphatases et est sous-divisée en deux sous-classes, soit les phosphatases 
classiques et les phosphatases à double spécificité. Les phosphatases classiques 
comprennent des phosphatases récepteurs et des phosphatases non récepteurs ou non 
transmembranaires. Les phosphatases à double spécificité vont quant à elles être séparées 
en sept groupes. La classe II ne contient qu’une seule phosphatase (LMW-PTP). La classe 
III contient trois phosphatases de type CDC25 et finalement la classe IV contient 4 
phosphatases, soit les Eya-1 à -4. B) Les phosphatases Shp-1 et Shp-1L possèdent deux 
domaines SH2 en N-terminal, un domaine catalytique phosphatase et une queue C-
terminale. C’est au niveau de cette queue C-terminale que Shp-1 et son variant d’épissage 
Shp-1L diffèrent. Tiré de Julien et al., (2011) et Poole et Jones (2005).  
A 
B 
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2.2 Les phosphatases Shp-1 et Shp-2 
 Src homology region 2 domain-containing phosphatases, les Shp, sont des 
phosphatases classiques de la classe I. Plus précisément, ce sont des tyrosines phosphatases 
non transmembranaires. Il en existe deux, soit Shp-1 et Shp-2, encodées respectivement par 
les gènes Ptpn6 et Ptpn11. Ces deux phosphatases ont environ 55 % d’homologie de 
séquence et sont composées de trois régions principales. D’abord, en N-terminal, elles ont 
deux domaines SH2 en tandem, ce qui leur permet de lier des motifs phosphorylés sur 
tyrosines. Ensuite, il y a leur domaine catalytique et finalement une queue C-terminale. 
C’est au niveau de la séquence de cette queue C-terminale que Shp-1 et Shp-2 diffèrent 
principalement (Figure 4B) (Craggs et Kellie, 2001; Poole et Jones, 2005). 
 Bien que Shp-1 et Shp-2 soient très similaires, plusieurs rôles distincts ont été 
attribués à ces deux phosphatases (Neel et al., 2003; Poole et Jones, 2005; Chong et 
Maiese, 2007). Contrairement à Shp-2, qui est exprimée de façon ubiquitaire, Shp-1 est 
exprimée fortement dans les cellules d’origine hématopoïétique et plus faiblement dans les 
épithéliums (Poole et Jones, 2005; Lorenz, 2009). 
 Trois isoformes de Shp-1 sont connues : une forme hématopoïétique, une forme 
non-hématopoïétique et une forme longue de Shp-1, soit Shp-1L. Les formes 
hématopoïétique et non-hématopoïétique diffèrent de par leurs promoteurs. En effet, Ptpn6 
possède deux promoteurs, dont le premier (P1) est localisé sur l’exon 1 et est connu pour 
être principalement actif dans les cellules d’origine non-hématopoïétique. P2 est situé sur 
l’exon 2 de Ptpn6 et est surtout actif dans les cellules d’origine hématopoïétique. Il est à 
noter que les exons 1 et 2 sont mutuellement exclusifs (Banville et al., 1995). Toutefois, 
une étude récente a mis en évidence que les promoteurs P1 et P2 étaient tous les deux actifs 
dans des cellules épithéliales, suggérant que les promoteurs ne seraient pas spécifiques au 
type cellulaire tel qu’il avait antérieurement été proposé (Evren et al., 2013). La forme 
longue de Shp-1 (Shp-1L) provient d’un épissage alternatif qui va engendrer un 
changement du cadre de lecture. En fait, Shp-1L va posséder 144 nucléotides 
supplémentaires au niveau de la queue C-terminale. Shp-1 a une queue C-terminale 
normalement riche en lysine, mais dans le cas de Shp-1L, cette queue est riche en arginine, 
en plus d’avoir une séquence riche en proline formant un domaine SH3. De plus, la queue 
C-terminale de Shp-1 est composée de certains sites de phosphorylation qui sont absents 
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chez Shp-1L. Shp-1L est donc susceptible d’avoir de nouveaux partenaires d’interaction, en 
plus d’avoir une activité modifiée (Figure 4) (Jin et al., 1999). 
2.3 La régulation de Shp-1 
 Shp-1 est aussi appelé PTP-1C, HCP et SH-PTP1. Comme toute molécule de 
signalisation, elle nécessite d’être régulée au niveau de son activité. En ce qui concerne 
Shp-2, il est connu que le domaine N-SH2 (le plus près du N-terminal) module l’activité 
phosphatasique de la protéine par son interaction avec le domaine catalytique. Cette 
interaction inhibe évidemment l’accès au site catalytique, mais, également, le domaine 
N-SH2 est hors d’atteinte par les tyrosines phosphorylées. En fait, la protéine est 
normalement inhibée de cette façon (Barford et Neel, 1998). Puisque Shp-1 et Shp-2 
possèdent des propriétés enzymatiques similaires et que les acides aminés de ces régions 
sont fortement conservés (Hof et al., 1998), il est possible de supposer que Shp-1 soit 
régulée de la même façon.  
 L’activité catalytique de Shp-1 est également régulée par phosphorylation sur sa 
queue C-terminale. En effet, certains sites de phosphorylation semblent importants dans le 
contrôle de l’activité de Shp-1. Notamment, les phosphorylations des tyrosines 536 et 564 
modulent l’activité catalytique de la phosphatase. Suite à l’activation de RTKs, des kinases 
de la famille Src peuvent phosphoryler Shp-1 sur ces tyrosines. Ces phosphorylations 
activent alors Shp-1 puisque des mutations en phénylalanine de ces sites, entraînent une 
augmentation de la phosphorylation sur tyrosine de phosphoprotéines (Lorenz et al., 1994; 
Frank et al., 2004). Également, Shp-1 est phosphorylé sur des résidus sérines, 
particulièrement la sérine 591, dont le rôle reste controversé. Effectivement, il a été montré 
dans les plaquettes que la phosphorylation sur sérine 591 serait activatrice de l’activité 
phosphatase (Li et al., 1995; Poole et Jones, 2005), alors que dans les neutrophiles, elle 
serait inhibitrice de l’activité catalytique (Brumell et al., 1997). De plus, dans les cellules 
épithéliales intestinales, la phosphorylation de Shp-1 sur la sérine 591 par Cdk2 entraîne sa 
dégradation protéosomale (Simoneau et al., 2008). Il est aussi intéressant de constater que 
la tyrosine 536 est conservée chez Shp-1L, mais que la tyrosine 564 est remplacée par une 
séquence riche en proline, et qu’on ne retrouve pas de sérine 591 (Poole et Jones, 2005). 
Ces différences entre Shp-1 et Shp-1L pourraient expliquer pourquoi Shp-1L possède une 
plus grande activité intrinsèque (Jin et al., 1999). 
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 Une dernière façon de réguler l’activité de Shp-1, c’est par la présence d’une 
séquence de localisation nucléaire (SLN) au niveau de la queue C-terminale. En effet, 
Shp-1 est dotée d’une SLN bipartite qui lui permet de voyager entre le cytoplasme et le 
noyau. En fait, Shp-1 se retrouverait principalement dans le cytoplasme des cellules 
hématopoïétiques, tandis que la phosphatase serait plutôt nucléaire dans les cellules non-
hématopoïétiques (Craggs et Kellie, 2001; Yang et al., 2002), par exemple dans les cellules 
de l’épithélium intestinal (Duchesne et al., 2003). Il a également été suggéré que la 
phosphorylation de Shp-1 sur la sérine 591 masquerait le SLN, ce qui permettrait de 
maintenir la phosphatase dans le cytoplasme (Craggs et Kellie, 2001). De plus, la forme 
longue de Shp-1 n’aurait pas de séquence de localisation nucléaire, ce qui lui confère 
probablement des rôles différents (Poole et Jones, 2005). 
2.4 Les processus cellulaires régulés par Shp-1 
 Shp-1 a tout d’abord été identifié comme étant la protéine responsable du phénotype 
Motheaten (me) chez la souris (Tsui et al., 1993). En effet, les souris me ont une mutation 
dans le domaine N-SH2 qui entraîne un changement du cadre de lecture, résultant en la 
création d’un codon STOP dans le domaine C-SH2. La protéine tronquée ainsi générée ne 
possède donc aucune activité catalytique. Il existe une variante des souris me, il s’agit des 
souris Motheaten viables (mev). Ces souris vont également présenter une mutation dans le 
gène Ptpn6, mais cette fois dans le domaine catalytique. Cette mutation modifie un site 
d’épissage et engendre deux transcrits aberrants : le premier a cinq acides aminés en moins 
dans le domaine catalytique, et le second en possède 23 de plus. Ces souris ont une activité 
résiduelle de Shp-1 d’environ 10-20 % (Tsui et al., 2006). Ces deux modèles murins vont 
présenter le même phénotype qui leur a valu leur nom de Motheaten. En effet, ces souris 
présentent une absence irrégulière de poils, due à des abcès sur la peau créés par 
l’infiltration de neutrophiles sous-cutanés. De plus, ces souris accusent un important retard 
de croissance (Green et Shultz, 1975).  
 En plus de souffrir de dermatite progressive, les souris me et mev présentent de la 
nécrose au niveau de leurs pattes, une glomérulonéphrite, des infections récurrentes et 
finissent par développer une pneumonie hémorragique qui entraîne leur décès vers 2-3 
semaines chez les me, et vers 9-12 semaines pour les mev. En bref, ces souris développent 
de l’auto-immunité et de l’inflammation chronique (Tsui et al., 2006). Il a été déterminé 
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que les réactions auto-immunes et inflammatoires provenaient d’une suractivation des 
cellules hématopoïétiques (Zhang et al., 2000). Toutefois, Shp-1 n’est pas seulement 
impliquée dans l’inflammation associée aux cellules d'origine hématopoïétique, puisqu’une 
étude a rapporté une corrélation significative entre les patients atteints de colite ulcéreuse, 
une maladie inflammatoire intestinale, et la présence de deux SNPs (single-nucleotides  
polymorphisms) dans le gène Ptpn6 (Bouzid et al., 2013). 
 Outre son rôle dans le contrôle de l’inflammation, Shp-1 est également connue pour 
son rôle dans l’auto-immunité. En effet, un modèle de délétion conditionnelle de Shp-1 a 
montré que cette phosphatase est impliquée dans le développement des cellules B, plus 
précisément dans la détermination de ces cellules en différents sous-types. En fait, la perte 
de Shp-1 entraîne une détermination préférentielle des cellules B vers les cellules B CD5+, 
un rare sous-type qui produit des anticorps auto-immuns (Pao et al., 2007). Aussi, la perte 
de Shp-1 dans les cellules dendritiques amène les souris à développer de l’auto-immunité 
qui est dépendante de la signalisation accrue des Toll-Like Receptors (TLRs) (Abram et al., 
2013). 
 Shp-1 affecte aussi le développement et la différenciation des cellules 
hématopoïétiques à plusieurs niveaux. En effet, en plus d’être exprimé dans les cellules 
adultes, Shp-1 est exprimé dans les cellules souches embryonnaires de même que dans le 
blastocyste (Hara et al., 2003). L’expression d’un mutant dominant négatif de Shp-1 dans 
des cellules souches embryonnaires entraîne une augmentation du nombre et de la taille des 
colonies myéloïdes, tout en réduisant le nombre de colonies formées par des cellules 
indifférenciées ou des cellules précurseurs hématopoïétiques (Paling et Welham, 2005). 
Ceci expliquerait entres autres la forte augmentation du nombre de granulocytes et de 
macrophages observée chez les souris me et mev.  
 Shp-1 est aussi capable de contrôler la survie cellulaire des cellules 
hématopoïétiques, notamment en inhibant l’activation de la kinase anti-apoptotique Lyn 
(Daigle et al., 2002), en activant la caspase-8 (Liu et al., 2000) et en inhibant la 
transduction de signal de l’interleukine 3 (IL-3) (Paling et Welham, 2002). Également dans 
le muscle, la transfection d’un mutant dominant négatif de Shp-1 engendre une réduction 
de l’apoptose (Cui et al., 2001). 
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 Shp-1 affecte également la migration et l’adhésion cellulaire. En effet, il a été 
montré que les neutrophiles et les macrophages isolés des souris me et mev présentent des 
problèmes de chimiotaxie, entre autres, dû à une hyperadhésion cellulaire (Roach et al., 
1998; Kruger et al., 2000; Abram et al., 2013). Ces effets pourraient être attribuables au fait 
que l’actine doit être déphosphorylée par Shp-1 pour se dépolymériser (Baba et al., 2003), 
et que l’α-actinine doit elle aussi être déphosphorylée par Shp-1 pour réguler les 
interactions entre le cytosquelette et les filaments d’actine (Lin et al., 2004).  
 Shp-1 contrôlerait également la prolifération cellulaire tant dans les cellules 
hématopoïétiques que dans les cellules non-hématopoïétiques. En effet, il a été montré que 
dans les souris me, la stimulation du récepteur des cellules B (BCR) entraîne une forte 
réponse proliférative dans les cellules B (Zhang et al., 2000). Aussi, l’effet négatif de la 
somatostatine sur la prolifération proviendrait d’une activation de Shp-1 dans les cellules 
cancéreuses de la prostate (Zapata et al., 2002), où Shp-1 induirait l’expression du 
régulateur du cycle cellulaire p27Kip1 menant à l’arrêt du cycle cellulaire (Pages et al., 
1999). De même, Shp-1 inhiberait la prolifération induite par l’activation du récepteur ROS 
(reactive oxygen species) dans l’épithélium épididymaire (Keilhack et al., 2001). 
Finalement, au niveau de l’intestin grêle, une étude réalisée par notre laboratoire a montré 
que la perte de fonction de Shp-1 dans les souris mev induisait une augmentation 
d’expression de la β-caténine ainsi que de ses gènes cibles c-myc et cycline D1 dans 
l’épithélium intestinal. Cependant, ces souris ne présentent pas de modulation de la 
prolifération cryptale intestinale (Duchesne et al., 2003). 
 Un autre rôle pour Shp-1 très important concerne la régulation de l’homéostasie du 
glucose. En fait, la perte de Shp-1 chez les souris me amène une hypersensibilité des 
cellules à l’insuline tout en augmentant leur tolérance au glucose (Dubois et al., 2006). De 
plus, la perte hépatique de Shp-1 protège contre le phénomène de résistance à l’insuline 
engendrée par l’obésité (Xu et al., 2012) alors que l’expression accrue de Shp-1 entraîne 
une réduction de l’entreposage du glucose dans le foie (Oriente et al., 2011). Il est 
également connu que l’hyperglycémie entraîne une augmentation d’expression de Shp-1 
dans les podocytes, ce qui réduit considérablement l’action de l’insuline chez ces cellules. 
En fait, la hausse d’expression de Shp-1 favoriserait le développement de néphrite puisque 
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la perte de la signalisation de l’insuline induit l’apoptose de ces podocytes (Geraldes et al., 
2009; Drapeau et al., 2013). 
2.5 Les voies de signalisation contrôlées par Shp-1 
 Pour parvenir à contrôler tous ces processus cellulaires, Shp-1 doit réguler de 
nombreuses voies de signalisation. Notamment, Shp-1 est connu pour réguler la 
signalisation en aval de nombreux récepteurs aux cytokines, des intégrines, des TLRs et des 
récepteurs couplés aux protéines G (Zhang et al., 2000; Neel et al., 2003; Pao et al., 2007). 
Tout d’abord, Shp-1 est connu pour se lier à de nombreux récepteurs inhibiteurs dont 
FCγRIIB, CD22 et PIR-B (Nitschke et al., 1997; Blery et al., 1998; Blasioli et al., 1999; 
Zhang et al., 2000) dans différentes cellules hématopoïétiques, notamment dans les cellules 
dendritiques et les cellules B. Shp-1 y médie alors l’inhibition de la signalisation en aval de 
ces récepteurs activés.  
 Shp-1 contrôle également l’activation de certaines voies connues pour leur rôle dans 
l’inflammation, notamment la voie JAK/STAT (janus-associated kinase/signal transducer 
and activator of transcription). Plusieurs études ont montré le potentiel de Shp-1 à 
déphosphoryler différents membres de la famille des JAK (Klingmuller et al., 1995; Jiao et 
al., 1996; Li et al., 2014), mais également sa capacité à favoriser leur dégradation (Wu et 
al., 2003). Également, Shp-1 régule négativement la signalisation en aval des TLRs dont la 
voie NF-κB (nuclear factor kappa-B kinase) en inhibant IRAK1 (interleukin-1 receptor-
associated kinase) par sa liaison à son domaine kinase (Abu-Dayyeh et al., 2008) et en 
déphosphorylant IRAK4 (Ramachandran et al., 2011). 
 La signalisation des intégrines peut, elle aussi, être affectée par la phosphatase 
Shp-1. En effet, il a été montré chez les souris me que la signalisation des intégrines est 
hyperactivée suite à une suractivation des kinases de la famille de Src et de Syk (Kruger et 
al., 2000; Abram et al., 2013). Ceci est d’ailleurs observé par l’induction de la 
phosphorylation de ERK dans les neutrophiles des souris me (Abram et al., 2013) et par 
l’augmentation de l’activité de la PI3K dans les macrophages chez ces mêmes souris 
(Roach et al., 1998).  
 La voie de signalisation PI3K/Akt est également régulée négativement par la 
phosphatase Shp-1. En effet, de nombreuses études ont montré que Shp-1 pouvait lier et 
déphosphoryler la sous-unité régulatrice de PI3K, soit p85 (Yu et al., 1998; Cuevas et al., 
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1999; Dubois et al., 2006). De plus, une étude a montré que Shp-1 pouvait déphosphoryler 
la phosphatase Pten, ce qui augmenterait son activité (Lu et al., 2003). Aussi, Shp-1 a été 
montrée pour réguler la signalisation du récepteur à l’insuline qui active la voie PI3K/Akt. 
En fait, cette phosphatase est capable de lier et de déphosphoryler le récepteur à l’insuline, 
de même que la protéine CEACAM1 (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion 
molecule 1), impliquée dans l’endocytose et la dégradation du récepteur à l’insuline dans le 
foie (Dubois et al., 2006).  
 La voie de signalisation Wnt/β-caténine semble aussi être régulée par Shp-1. En 
effet, dans les cellules épithéliales intestinales des souris mev, des niveaux d’expression 
protéiques plus élevés sont observés de la β-caténine, mais également de ses gènes cibles 
c-myc et cycline D1 (Duchesne et al., 2003). Ceci serait dû au fait que la phosphatase 
Shp-1 est capable de lier et de déphosphoryler directement la β-caténine inhibant son 
activité transcriptionnelle. Également, la surexpression de Shp-1 accélère la dégradation de 
la β-caténine et inhibe son activité transcriptionnelle (Simoneau et al., 2011). 
 Les MAPK ERK1/2 peuvent être également régulées par des tyrosines 
phosphatases. Dans le cas de Shp-1, son rôle reste mitigé selon les tissus. En effet, dans des 
cellules cancéreuses colorectales, Shp-1 est important pour leur activation suite à une 
stimulation à l’EGF (Wang et al., 2006), alors que chez les souris me, les niveaux 
d’activation de ERK1/2 sont plus élevés dans les cellules T suite à une stimulation du 
récepteur des cellules T (TCR) (Pani et al., 1996) ainsi que dans les mastocytes (Nakata et 
al., 2011). 
 Finalement, Shp-1 régule négativement la signalisation des récepteurs à facteurs de 
croissance tels que le récepteur à l’EGF (EGFR) (Tenev et al., 1997) et le récepteur au 
CSF-1 (colony stimulating factor-1) (Chen et al., 1996). Shp-1 régularise évidemment aussi 
l’activité de plusieurs récepteurs à cytokines. C’est d’ailleurs le cas du récepteur de l’IL-3 
(Yi et al., 1993; Paling et Welham, 2002), de l’IL-4 (Haque et al., 1998; Huang et al., 
2005) et du récepteur à l’érythropoïétine (EPO-R) (Akagi et al., 2004). 
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HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 
 Shp-1 est une tyrosine phosphatase grandement impliquée dans de nombreux 
processus cellulaires notamment la prolifération (Pages et al., 1999; Keilhack et al., 2001), 
la survie (Liu et al., 2000; Daigle et al., 2002), le développement, la différenciation (Pao et 
al., 2007) et la migration (Kruger et al., 2000). Cette phosphatase affecte ces divers 
processus en régulant plusieurs voies de signalisation importantes. Que ce soit des voies 
activées par des récepteurs à cytokines (Paling et Welham, 2002; Huang et al., 2005), à 
facteurs de croissance (Chen et al., 1996; Tenev et al., 1997) ou autres, Shp-1 inhibe la 
plupart du temps la signalisation en aval de ceux-ci. La majorité des études sur Shp-1 ont 
été réalisées dans des cellules d’origine hématopoïétique où la phosphatase est le plus 
abondamment exprimée. Toutefois, elle est connue pour être exprimée également dans les 
épithéliums où sont rôle reste peu connu (Poole et Jones, 2005; Lorenz, 2009). C’est 
d’ailleurs le cas de l’épithélium intestinal. 
 Le but de mes travaux de maîtrise était de déterminer les rôles de la tyrosine 
phosphatase Shp-1 dans l’épithélium intestinal. Mon hypothèse de recherche était donc que 
Shp-1 contrôle l’homéostasie intestinale en régulant négativement certains processus 
cellulaires tels que la prolifération et la différenciation des cellules de l’épithélium 
intestinal. 
 Pour répondre à cette hypothèse, un modèle murin de délétion conditionnelle pour 
Shp-1 a été généré et utilisé. 
 L’objectif principal était donc d’évaluer l’impact de la perte d’expression de Shp-1 
dans les cellules épithéliales intestinales, en se concentrant plus particulièrement sur les 
processus de prolifération et de différenciation cellulaire dans l’épithélium de l’intestin 
grêle. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Matériel 
1.1 Anticorps 
 Les anticorps contre Shp-1 (C-19) et sucrase-isomaltase (A-17) proviennent de 
Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA, É.-U.). L’anticorps anti-actine (Clone 4) 
vient de la compagnie EMD Millipore (Billerica, MA, É.-U.). L’anti-PCNA (ab18197) a 
été acheté de Abcam (Cambridge, MA, É.-U.). Les anticorps dirigés contre Akt (9272), 
phospho-Akt S473 (9271), phospho-mTor S2448 (5536), phospho-S6 S235/236 (4858), 
protéine ribosomale S6 (2217) et LC3A (4599) proviennent tous de Cell Signaling (Denver, 
MA, É.-U.). L’anti-β-caténine total (610154) a été acheté chez BD Transduction 
Laboratories (Mississauga, ON, Canada). L’anticorps contre phospho-eIF4E S209 (79938) 
vient de chez Novus Biologicals (Littleton, CO, É.-U.). L’anti-chromogranineA (20085) 
vient de chez ImmunoStar (Hudson, WI, É.-U.). L’anti-lysozyme (A0099) a été acheté chez 
Dako (Copenhague, Danemark). Les anticorps secondaires anti-lapin HRP (NA931V) et 
anti-souris HRP (NA934V) viennent de la compagnie GE Healthcare Life Sciences 
(Pittsburg, MA, É.-U.). Enfin, l’anticorps secondaire d'âne AlexaFluor488 (anti-lapin 
A21206) provient de Molecular Probes (Life Technologies, Burlington, ON, Canada). 
 
2. Méthodes 
2.1 Modèles murins  
 Les souris Ptpn6loxP-loxP ont été données par le Pr Pedro Miguel Geraldes du 
département de Médecine et du service d’endocrinologie de l’Université de Sherbrooke. 
Ces souris sont toutefois disponibles chez Jackson Laboratory (n° 008336). Les souris 
PtenloxP-loxP quant à elles ont été fournies par la Pre Nathalie Perreault du département 
d’Anatomie et Biologie Cellulaire de l’Université de Sherbrooke. Ces souris sont aussi 
disponibles chez Jackson Laboratory (n° 004597). Les souris Villine-Cre ont également été 
fournies par la Pre Perreault et proviennent à l’origine de la Dre Deborah Gumucio du 
Department of Cell and Development Biology, de l’Université du Michigan. Toutes ces 
souris sont en lignée C57BL/6 pures et sont hébergées dans l’Unité de Souris 
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Transgéniques du Pavillon de Recherche Appliquée au Cancer (PRAC). Elles sont 
maintenues dans des conditions standardisées de température et d’éclairage, avec un apport 
en nourriture et en eau fraîche quotidien. Toutes les manipulations et expériences sont faites 
en accord avec les normes du Conseil canadien de protection des animaux (CCPA) et 
approuvées par le comité éthique de l’Université de Sherbrooke. 
2.2 Génération de souris invalidées pour Shp-1 et Pten dans les cellules épithéliales 
intestinales 
 Les souris Villine-Cre et les souris Ptpn6loxP-loxP ou PtenloxP-loxP sont croisées afin de 
maintenir les populations et pour générer les souris expérimentales ayant une délétion de 
Shp-1 ou de Pten dans les cellules épithéliales intestinales (CEIs) (Ptpn6loxP-loxP;vill-Cre ou 
Shp-1CEI-KO, ou PtenloxP-loxP;vill-Cre ou PtenCEI-KO). Les souris contrôles portent le génotype 
Ptpn6loxP-loxP ou Ptpn6loxP/+. Les croisements engendrant les souris fondatrices (1, 2, 4 et 5) 
et les souris expérimentales (3 et 6) sont résumés dans le Tableau 1.  
 
Tableau 1: Croisements de souris. 
 
 Croisements Génotype voulu 
Ratio 
mendélien 
1 
Ptpn6loxP-loxP  
x  
Ptpn6loxP-loxP 
Ptpn6loxP-loxP 100 % 
2 
Villine-Cre  
x  
Ptpn6loxP-loxP 
Villine-Cre;Ptpn6loxP/+ 50 % 
3 
Villine-Cre;Ptpn6loxP/+ 
x 
Ptpn6loxP-loxP 
Villine-Cre;Ptpn6loxP-loxP 25 % 
4 
PtenloxP-loxP  
x  
PtenloxP-loxP 
PtenloxP-loxP 100 % 
5 
Villine-Cre  
x  
PtenloxP-loxP 
Villine-Cre;PtenloxP/+ 50% 
6 
Villine-Cre;PtenloxP/+ 
x 
PtenloxP-loxP 
Villine-Cre;PtenloxP-loxP 25% 
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2.3 Génotypage 
  Afin de déterminer le génotype des souris issues de ces croisements, un bout d’orteil 
de chaque souriceau a été prélevé entre 4 et 8 jours suivant leur naissance. Celui-ci a été 
resuspendu dans 80 µL d’une solution de 25 mM NaOH / 0,2 mM EDTA puis chauffé à 
95°C pendant 1h. Ensuite, 80 µL de 40 mM Tris-HCl pH 5.5 y est ajouté; le tout est 
conservé par la suite à 4°C. Une réaction de polymérisation en chaîne (PCR) est ensuite 
effectuée sur les ADN ainsi obtenus (Appareil : BioRad S1000 Thermal Cycler). Les 
amorces utilisées sont présentées dans le tableau 2, et le programme PCR dans le tableau 3. 
Le produit de PCR est par la suite migré sur un gel 1 % d’agarose à 110 V pendant environ 
20 min (Fisher Biotech FB105). Les bandes d’ADN sont révélées avec du bromure 
d’éthidium sous une lampe UV (MBI Lab Equipment). 
 
Tableau 2: Amorces de génotypages. 
 
 Amorces sens Amorces antisens Taille (pb) 
Shp-1 loxP 5’- ACC CTC CAG CTC CTC TTC -3’ 5’- TGA GGT CCC GGT GAA ACC -3’ 
Mut ~550 
Wt ~377 
Pten loxP 5’ – CAAGCACTCTGCGAACTGAG – 3’ 5’ – AAGTTTTTGAAGGCAAGATGC – 3’ 
Mut ~328 
Wt ~156 
Cre 5’-TGCCACGACCAAGTGACAGCAATG-3’ 5’-ACCAGAGACGGAAATCCATCGCTC–3’ ~340 
Mut : allèle mutant (loxP) 
Wt : allèle sauvage 
 
Tableau 3: Programme PCR de génotypage. 
 
Temps Température 
10 min 95°C 
45 sec 95°C 
} 35 cycles 45 sec 55°C 
1 min 30 sec 65°C 
10 min 65°C 
∞ 4°C 
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2.4 Euthanasie des souris et prélèvement de tissus 
 Les souris sont euthanasiées selon la procédure admise par le comité éthique de 
l’Université de Sherbrooke et les normes du CCPA. Elles sont d’abord injectées avec un 
mélange de kétamine/xylazine (87 mg de kétamine/13 mg de xylazine par kg) de façon 
intrapéritonéale, puis euthanasiées par dislocation cervicale. Suite à l’euthanasie, les tissus 
utilisés sont rapidement déposés sur glace puis disposés dans différents tampons selon le 
type d’extraits voulu. Les extraits d’enrichissement d’épithélium sont rapidement congelés 
dans leur tampon de lyse dans de l’azote liquide, puis conservés à -80°C. Les tissus pour 
faire des coupes histologiques sont, quant à eux, fixés puis conservés à 4°C. 
2.5 Extraction protéique  
 Lors de la dissection des souris, les extraits protéiques, issus d’enrichissement 
d’épithélium intestinal et récoltés par grattement, sont mis dans du tampon de lyse RIPA 
frais gardé à 4°C. Celui-ci est constitué de 50 mM Tris-HCL pH 8.0, 150 mM NaCl, 
0,5 mM EDTA, 1 % NP-40, 0,5 % Na déoxycholate DA, 0,1 % SDS, 1 mM DTT, 40 mM 
β-glycérophosphate, en plus d’inhibiteurs de phosphatases (orthovanadate) et de protéases 
(PMSF, leupeptine, aprotinine et pepstatine). Suite à la solubilisation de l’extrait, les débris 
cellulaires sont retirés par centrifugation à 13,000 rpm pendant 5 min. Les surnageants sont 
ensuite dosés selon la méthode BCA (Smith et al., 1985), en comparaison à une courbe 
standard d’albumine de sérum bovin (BSA). 
2.6 Extraction d’ARN  
 Les extraits d’enrichissement d’épithélium intestinal, récolté par grattement, sont 
rapidement mis dans du tampon de lyse RLT (Qiagen, Toronto, ON, Canada) supplémenté 
avec du β-mercaptoéthanol (10 µL/mL). Suite à la solubilisation de l’extrait par un 
« homogenizer » de Qiagen, les débris cellulaires sont retirés par centrifugation 
(13,000 rpm pendant 5 min). Le RNeasy Mini Kit de Qiagen (74104) est utilisé pour la 
purification des ARNs. Les ARNs ont ensuite été traités à la DNase (Roche, Laval QC, 
Canada) 20 min à 37°C. L’ajout de 4,5 µL de 50 mM EDTA pH8 suivi d’une incubation de 
10 min à 75°C permet d’arrêter la réaction. Les ARN purifiés sont par la suite dosés avec 
un Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific), dénaturés, puis déposés sur un gel 2 % 
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agarose et migrés pendant environ 20 min à 110 V. La qualité des ARNs est alors évaluée 
par la présence de deux bandes sur le gel correspondant à l'ARN ribosomal 28S et 18S. 
2.7 RT-PCR 
 Un µg d’ARN purifié dans un volume final de 20 µL est incubé à 75°C pendant 
5 min puis remis sur glace pendant 5 min. Ensuite, 4 µL de tampon AMV RT 5X (Roche), 
0,8 µL de dNTP 25 mM (Life Technologies), 1 µL d’oligo dT à 100 mM, 0,6 µL de RNA 
inhibitor (Roche) et 0,5 µL de RT AMV (Roche) dans un volume final de 20 µL sont 
ajoutés aux ARNs puis incubé à 42°C pendant 1h. Finalement, 20 µL d’eau sont ajoutés. 
Les ADN complémentaires obtenus sont par la suite apportés au Laboratoire de génomique 
fonctionnelle de l’Université de Sherbrooke afin d’analyser par qPCR l’expression relative 
de certains gènes. 
2.8 Circulation et inclusion des tissus  
 Les tissus sont fixés dans 4 % paraformaldéhyde (PFA, P6148, Sigma-Aldrich, 
Saint-Louis, MI, É.-U.) pendant 18h. Par la suite, ils sont rincés et conservés dans de 
l’EtOH 70 % avant d’être emportés à la plateforme d’histologie et de microscopie 
électronique de l’Université de Sherbrooke. Les tissus y sont alors circulés et inclus dans de 
la paraffine. Les tissus inclus dans la paraffine sont coupés à 5 µm d’épaisseur et déposés 
sur des lames Probe-On Plus (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada). 
2.9 Coloration hématoxyline et éosine 
 Les lames sont d’abord déparaffinées en chauffant pendant au moins 15 min à 60°C. 
Elles sont par la suite hydratées selon les étapes suivantes : immersion dans le xylène 
2 x 5 min, EtOH 100 % 2 x 2 min, EtOH 95 % 2 x 1 min, EtOH 80 % 1 min, EtOH 70 % 
1 min et finalement dans l’eau pour 1 min. La coloration débute d’abord en immergeant 
pendant 3 min les lames dans une solution d’hématoxyline (Dako). Les lames sont ensuite 
lavées à l’eau courante à faible débit pour retirer l’excès de colorant pendant 5 min. Par la 
suite, les lames sont déposées dans une solution de 1 % alcool acide (HCl-EtOH 95 %) 
pour 30 sec avant d’être relavées à l’eau courante pendant 1 min. Puis, les lames sont 
contre-colorées pendant 1 min 30 sec avec de l’éosine (Fluka, Sigma-Aldrich). Les tissus 
sont finalement déshydratés selon les étapes suivantes : les lames sont immergées dans 
l’EtOH 70 % 2 min, EtOH 95 % 2 x 2 min, EtOH 100 % 2 x 2 min et le xylène pendant 
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5 min. Les lames sont ensuite montées avec une lamelle à microscopie (VWR, Radnor, PA, 
É.-U.) et du Vectamount (Vector Labs, Burlington, CA, É.-U.). L’hématoxyline colore les 
structures basophiles telles que les noyaux et l’éosine colore les structures acidophiles du 
cytoplasme (Fischer et al., 2008). Ainsi, les noyaux sont colorés en bleu foncé et le 
cytoplasme en rose. Les lames sont observées avec un Nanozoomer 2.0 RS (Hamamatsu 
Photonics, Bridgewater, NJ, É.-U.) ou avec un microscope Leica DFC300X (Leica, Buffalo 
Grove, IL, É.-U.). 
2.10 Coloration au Best’s Carmine 
 Les lames sont tout d’abord déparaffinées et hydratées tel que décrit à la section 2.9. 
Les lames sont ensuite immergées dans du MeOH 100 % pour 2 x 2 min, puis une étape de 
méthylation est réalisée sur la nuit à 56°C. Des étapes successives d’immersion dans du 
MeOH 100 %, 50 % puis 30 % se font ensuite pendant 2 min. Les lames sont ensuite lavées 
à l’eau courante à faible débit pendant 2 min. Les lames sont colorées à l’hématoxyline de 
Harris pendant 30 sec avant d’être rincées à l’eau courante pour 5 min. Les lames sont 
ensuite trempées 5 fois dans une solution d’alcool acide, rincées à l’eau, immergées dans 
l’eau ammoniacale pendant 30 sec, puis rincées à nouveau à l’eau pour 5 min. La coloration 
au Best’s Carmine est alors effectuée pendant 1h. Après avoir rincé les lames pendant 
1 min à l’eau, les lames sont déshydratées puis montées comme à la section 2.9. La 
coloration au Best’s Carmine, précédée par une étape de méthylation, permet la 
visualisation en rouge des granules acidophiles caractéristiques des cellules de Paneth 
(Lauren et Sorvari, 1967). Les lames sont observées à l’aide d’un nanozoomer 2.0 RS. 
2.11 Coloration à l’Alcian bleu 
 Les lames sont d’abord déparaffinées et hydratées selon les étapes décrites à la 
section 2.9. Les tissus sont fixés à l’acide acétique aqueuse 3 % pendant 3 min avant d’être 
incubées 30 min avec le colorant Alcian bleu 1 % dans l’acide acétique 3 % à pH 2.5. Les 
lames sont par la suite lavées à l’eau courante pendant 10 min. Une contre-coloration est 
faite avec du Nuclear Fast Red filtré 0,1 % (Kernechtrot) durant 40 sec puis les lames sont 
lavées à l’eau courante pendant 1 min. Les lames sont finalement déshydratées et montées 
comme décrit à la section 2.9. Tous les réactifs proviennent de Poly Scientific (Bay Shore, 
NY, É.-U.) sauf le Vectamount (Vector Laboratories). Les mucines acides sont colorées en 
  
36
bleu, ce qui permet la visualisation des cellules caliciformes. Les photos ont été réalisées 
avec un nanozoomer 2.0 RS. 
2.12 Coloration au Periodic Acid Shiff (PAS) 
 Les lames sont déparaffinées et hydratées comme décrit à la section 2.9. Le tissu est 
par la suite coloré avec la solution d’acide périodique (Sigma-Aldrich) pendant 5 min à la 
température de la pièce. Les lames sont brièvement lavées à l’eau puis le réactif de Shiff’s 
(Sigma-Aldrich) est ajouté sur les tissus pour 15 min. Les lames sont encore une fois lavées 
à l’eau courante à faible débit pendant 5 min. Une contre-coloration à l’hématoxyline de 
Gill est finalement effectuée avant de rincer pendant 1 min à l’eau, de déshydrater les lames 
et de monter les lames comme décrit à la section 2.9. La coloration au PAS colore les 
mucines basiques et neutres en rouge. Les images ont été obtenues avec un microscope 
Leica DFC300X. 
2.13 Coloration au Trichrome de Masson 
 Les lames sont déparaffinées et hydratées comme décrit à la section 2.9. Les tissus 
sont incubés avec une solution de Bouin pendant 15 min à 56°C puis les lames sont 
refroidies en les immergeant dans de l’eau à température de la pièce. L’excédent de 
coloration est retiré en lavant les lames à l’eau courante à faible débit pour 5 min. Les tissus 
sont ensuite colorés à l’hématoxyline de Weigert’s pendant 5 min et les lames sont à 
nouveau lavées dans l’eau courante. Suite à un rinçage à l’eau déionisée, les tissus sont 
colorés avec la solution de Bierbrich Scarlet-Acid Fuschin pendant 5 min. Les lames sont 
encore rincées dans l’eau déionisée, puis colorées avec la solution d’acide 
phosphotungstic/phosphomolybdique pendant 5 min puis avec la solution d’Aniline bleu 
pendant encore 5 min. Les lames sont ensuite immergées dans de l’acide acétique 1 % 
pendant 2 min et les lames sont finalement déshydratées et montées comme à la section 2.9. 
La coloration au Trichrome de Masson permet de visualiser en bleu les fibres de collagène 
de type I. Les photos ont été prises avec un microscope Leica DFC300X. 
2.14 Immunofluorescence 
 La première étape consiste à déparaffiner les lames et à hydrater les tissus dessus tel 
que décrit dans la section 2.9. Les lames sont ensuite immergées dans du tampon 10 mM 
acide citrique monohydrate pH 6.0 et portées à ébullition pendant 6 min au four micro-
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ondes. Le tampon et les lames sont laissés à température pièce pendant 10 min pour qu’ils 
reposent avant d’être lavés à l’eau courante pendant 10 min. Les lames sont ensuite rincées 
dans du PBS 1X, puis les sections bloquées au PBS-BSA 2 % pendant 30 min à la 
température de la pièce. L’anticorps primaire est ensuite mis sur les sections de tissus, dilué 
dans du PBS-BSA 2 % et incubé à 4°C toute la nuit dans une chambre humide. Les lames 
sont ensuite lavées au PBS 1X. L’anticorps secondaire est déposé sur les sections, 
également dilué dans du PBS-BSA 2 %, pendant 30 min à la température de la pièce, dans 
une chambre noire. Les lames sont ensuite lavées au PBS 1X, toujours dans le noir. La 
contre-coloration du tissu se fait en appliquant du Bleu d’Evans sur les sections de tissu 
pendant 1 min. Les lames sont à nouveau lavées au PBS 1X puis une lamelle est déposée 
sur les coupes de tissu avec du Immu-mount (9990402, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA USA). Les photos ont été prises avec un microscope Leica DFC300X. 
2.15 Immunohistochimie 
 La première étape consiste à déparaffiner les lames et à hydrater les tissus dessus tel 
que décrit dans la section 2.9. Les lames sont ensuite immergées dans du tampon 10 mM 
acide citrique monohydrate pH 6.0 et portées à ébullition pendant 6 min au four micro-
ondes. Les lames sont laissées dans le tampon à température pièce pendant 10 min pour 
qu'elles reposent avant d’être lavées à l’eau courante pendant 10 min, puis dans du PBS 1X 
pendant 5 min. Les sections de tissus sont ensuite traitées avec du Peroxydase Block (Dako) 
pendant 5 min avant d’être lavées dans du PBS 1X. Les tissus sont ensuite bloqués avec du 
PBS-2 % BSA pendant 30 min à température ambiante dans une chambre humidifiée. 
L’anticorps primaire dilué dans la solution de blocage est ensuite incubé à 4°C sur la nuit 
dans une chambre humidifiée. Après avoir été lavées dans le PBS 1X, les lames sont 
ensuite incubées à la température de la pièce pendant 1h avec le « anti-rabbit labelled 
polymer HRP » (Dako). Les lames sont lavées dans du PBS, pour ensuite être révélées au 
DAB (1 mL de DAB+ « substrate buffer » avec une goutte de « DAB+ chromogen » 
(Dako)). La réaction de précipitation du DAB est arrêtée en immergeant les lames dans 
l’eau déionisée. Une contre-coloration à l’hématoxyline de Gills est faite pendant 5 sec 
avant de retirer l’excédent de solution en lavant les lames à l’eau courante à faible débit 
pendant 2 min. Un contraste est ensuite fait en immergeant les lames dans de l’alcool acide 
pendant environ 30 sec, pour être ensuite lavées à l’eau pendant 2 min. Un dernier contraste 
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est fait en trempant les lames dans une solution de Blueing (eau ammoniacale) pendant 
1 min, puis lavées à l’eau courante pendant 5 min. Finalement, les lames sont déshydratées 
et montées comme à la section 2.9. Les solutions de la compagnie Dako sont issues d’un kit 
EnVision Detection System HRP/DAB (K4011). 
 Le comarquage Alcian bleu – lysozyme s’est effectué en procédant d’abord à 
l’immunohistochimie contre le lysozyme, sans toutefois faire la contre-coloration à 
l’hématoxyline. L’Alcian bleu est effectué par la suite. Ceci permet de colorer à la fois les 
cellules de Paneth et les cellules caliciformes. Les photos ont été prises avec un microscope 
Leica DFC300X ou un nanozoomer 2.0 RS. 
2.16 Préparation des tissus pour la microscopie électronique 
 Des sections d’environ 1 cm de long d’intestin ont été prélevées puis fixées dans du 
glutéraldéhyde 2,5 % pendant 1h à la température de la pièce, puis conservé à 4°C. Les 
échantillons sont ensuite amenés à la plateforme d’histologie où ils sont traités et préparés 
pour leur observation à l’aide du microscope électronique Hitachi H-7500 (Hitachi, 
Schaumburg, IL, É.-U.) avec lequel les photos ont été prises. 
2.17 Immunobuvardage 
 Les protéines dosées sont resuspendues dans du tampon Laemmli et 20 µg de 
protéines sont migrées sur un gel SDS-PAGE pour être ensuite transférées sur une 
membrane de PVDF (NEF1002001PK, PerkinElmer). Les protéines sont visualisées sur la 
membrane par leur coloration au rouge de Ponceau (3504, Sigma-Aldrich). La membrane 
est par la suite bloquée 30 min avec la solution de blocage faite avec du lait en poudre dilué 
dans du PBS 0,05 % Tween pour atteindre une concentration de 5 %. Les anticorps 
primaires sont ensuite dilués dans cette solution de blocage et incubés à 4°C sur la nuit avec 
la membrane. La membrane est alors lavée au PBS 0,05 % Tween, avant d’être incubée par 
la suite avec l’anticorps secondaire, lui aussi dilué dans la solution de blocage, pendant 1h à 
a température de la pièce. La membrane est à nouveau lavée avec du PBS 0,05 % Tween. 
La révélation des protéines se fait par chimiluminescence à l’aide d’une solution de ECL 
faite maison (90 mM d’acide coomarique (C9008, Sigma-Aldrich) et 250 mM de luminol 
(A8511, Sigma-Aldrich) captée par des films autoradiographiques (Denville Scientific Inc., 
Saint-Laurent, QC, Canada). 
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2.18 Analyses statistiques 
 La normalité a été évaluée par la méthode Shapiro-Wilk (AnaStats, France). Tous 
les graphiques ont été générés à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5 (Irvine, CA, É.-U.) et 
les analyses statistiques ont également été faites par ce logiciel. La significativité a été 
déterminée par un « Student t test » paramétrique lorsque les données suivaient une loi 
normale, sinon le « Student t test » non-paramétrique a été utilisé. ***p≤0.001, **p≤0.01 et 
*p≤0.05. Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
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RÉSULTATS 
1. Génération de modèles murins de délétion conditionnelle pour Shp-1 ou Pten dans 
les cellules épithéliales intestinales 
 La tyrosine phosphatase Shp-1 a grandement été caractérisée dans de nombreux 
tissus, principalement dans les cellules d’origine hématopoïétique, mais également dans les 
tissus d’origine épithéliale. Toutefois, le rôle que tient cette phosphatase dans l’épithélium 
intestinal reste à être élucidé.  
1.1 Profil d’expression de Shp-1 selon l’axe rostro-caudal de l’intestin 
 Des travaux antérieurs de notre laboratoire ont déjà démontré que Shp-1 était 
exprimé au niveau du jéjunum, de même qu’au niveau du côlon fœtal humain (Duchesne et 
al., 2003). Chez la souris adulte toutefois, le profil d’expression n’avait jamais été analysé. 
Nous avons donc d’abord évalué le niveau d’expression de Shp-1 dans les différents 
segments de l’intestin grêle et dans le côlon d’une souris âgée de 3 mois. Un 
immunobuvardage fait sur ces extraits montre que Shp-1 est exprimé dans tous les 
segments de l’intestin grêle et aussi dans le côlon (Fig.5). 
1.2 Génération des souris Shp-1CEI-KO ou PtenCEI-KO et détermination de leur génotype 
 Afin d’étudier le rôle de la tyrosine phosphatase Shp-1 dans l’épithélium intestinal, 
nous avons généré un modèle murin de délétion conditionnelle pour cette phosphatase dans 
les cellules épithéliales intestinales à l’aide du système Cre-loxP. Des souris possédant des 
séquences loxP insérées de part et d’autre des exons 1 (II) à 9 du gène Ptpn6 codant pour 
Shp-1 (Ptpn6loxP-loxP) (Pao et al., 2007) ont été croisées avec des souris Villine-Cre 
exprimant la recombinase Cre dans les cellules souches et donc dans toutes les cellules 
épithéliales intestinales, et ce, dès le jour embryonnaire 15,5 (E15,5) (Gao et Kaestner, 
2010). Des souris invalidées pour Pten dans l’épithélium intestinal ont également été 
générées avec le système Cre-loxP. Les mêmes souris Villine-Cre ont été utilisées dans les 
croisements avec des souris possédant des séquences loxP insérées autour de l’exon 5 du 
gène Pten (Groszer et al., 2001). 
  
  
41
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5: Profil d'expression de Shp-1 dans l'épithélium murin adulte. 
L’expression de Shp-1 a été évaluée par immunobuvardage le long de l’axe rostro-caudal 
sur des extraits d’enrichissement d’épithélium de souris de 3 mois. L’actine a servi de 
contrôle de charge. 
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 Le génotype des souris a été analysé par une réaction de polymérisation en chaîne 
(PCR) de façon non quantitative. Le PCR est réalisé sur l’ADN génomique extrait des 
souris. Le génotype est déterminé, dans le cas du PCR loxP pour Shp-1, par la taille de 
l’ADN amplifiée. En effet, la bande à 377pb représente un allèle sauvage (Fig. 6A, ligne 2) 
et la bande à 550pb représente un allèle muté, soit un allèle possédant les régions loxP (Fig. 
6A, ligne 4). La présence des deux bandes représente un individu hétérozygote (Fig. 6A, 
ligne 3). Pour le PCR loxP de Pten, le même patron de bande est obtenu selon la présence 
d’allèles sauvages ou d’allèles mutés. Toutefois, l’allèle sauvage présente une bande à 
156pb (6B, ligne 2) et l’allèle muté à 328pb (Fig. 6B, ligne 4). Encore une fois, les souris 
hétéozygotes vont présenter les deux bandes (Fig. 6B, ligne 3). Dans le cas du PCR Cre, 
c’est la présence ou l’absence d’une bande à environ 340pb qui détermine le génotype (Fig. 
6C, lignes 2 et 3 respectivement). 
1.3 Validation du modèle murin 
 Pour valider notre modèle de souris invalidées pour Shp-1 dans les cellules 
épithéliales intestinales, un immunohistochimie contre Shp-1 sur une coupe de jéjunum 
moyen a été réalisé (Fig. 7A). On peut apprécier l’expression de Shp-1 tout le long de l’axe 
crypte-villosité chez la souris contrôle. Le niveau d’expression de Shp-1 semble plus élevé 
dans les cellules différenciées des villosités. Chez la souris expérimentale, on observe la 
perte seulement épithéliale de Shp-1 puisque dans le tissu sous-jacent, une forte expression 
est encore visible (Fig. 7A). Un PCR quantitatif (qPCR) a également été réalisé sur des 
extraits d’enrichissement d’épithélium prélevés lors de l’euthanasie au niveau du jéjunum. 
On y voit une réduction de 90% de l’expression de Shp-1 chez les souris expérimentales 
comparativement aux souris contrôles (Fig. 7B). 
  
  
 
 
 
 
Figure 
A) Un marqueur de poids moléculaire (ligne 1) permet d’évaluer la taille des produits de 
PCR amplifiés pour détecter les allèles mutés (loxP) de 
présence de souris homozygotes pour l’allèle sauvage (
pour cet allèle (ligne 3) ou de souris homozygote pour l’allèle muté (ligne 4). Un contrôle 
négatif a été réalisé avec de l’eau (ligne 5). B) Un marqueur de poids moléculaire (ligne 1) 
permet de visualiser la taille des pr
(loxP) de 
sauvage (ligne 2), de souris hétérozygotes pour cet allèle (ligne 3) ou de souris homozygote 
pour l’allèle muté 
visualiser la présence (ligne 2) ou l’absence (ligne 3) de produit de PCR de la recombinase 
Cre à environ 340 pb. Un contrôle négatif avec de l’eau a également été réalisé (ligne 4).
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Figure 7: Validation de la perte épithéliale de Shp-1. 
A) Immunohistochimie contre Shp-1 sur une coupe de jéjunum moyen de souris âgées de 
6 semaines. Barre de calibration, 50 µm B) Abondance relative évaluée par qPCR de 
l’expression de Shp-1 dans un extrait enrichi d’épithélium. L’abondance relative a été 
normalisée sur les gènes de références Pum1, Sdha et Txnl4b (n=4, ***p≤0.001). Les barres 
d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. 
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2. La perte de Shp-1 dans les cellules épithéliales intestinales affecte la croissance 
cellulaire 
 Shp-1 est connu pour son rôle antiprolifératif dans les cellules d’origine 
hématopoïétique, de même que dans certains autres tissus via la régulation négative de 
nombreuses voies de signalisation (Dong et al., 1999; Lopez-Ruiz et al., 2011). Au niveau 
de l’épithélium intestinal toutefois, rien n’est connu quant au rôle de Shp-1 sur la 
prolifération et la croissance des cellules épithéliales intestinales. 
2.1 Les souris Shp-1CEI-KO développent une intestinalomégalie 
 Puisque les souris Motheaten et Motheaten viables exprimant chacun une mutation 
perte-de-fonction de Shp-1 présentent de graves problèmes de développement et de 
croissance, en plus de développer une inflammation généralisée (Green et Shultz, 1975; 
Tsui et al., 2006), et que les souris Shp-2CEI-KO développent spontanément de 
l’inflammation intestinale accompagnée d’un important retard de croissance (Coulombe et 
al., 2013), nous avons suivi de près le développement des souriceaux Shp-1CEI-KO. 
Toutefois, les souris Shp-1CEI-KO et leurs contrôles n’ont pas montré de différences notables 
quant à leur apparence (résultats non montrés) ou à leur poids (Fig. 8A). Toutefois, les 
observations macroscopiques effectuées lors de l’euthanasie de souris âgées de 6 semaines 
ont montré une augmentation significative de la longueur de l’intestin grêle des souris 
Shp-1CEI-KO (Fig. 8B et D). Une augmentation significative du poids (Fig. 8C) et du rapport 
poids/unité de longueur de l’intestin grêle a également été observée chez les souris 
expérimentales comparativement aux souris contrôles (Fig. 8E). Toutefois, au niveau du 
côlon, aucune différence notable quant à sa longueur ou à son poids n’a été observée 
(résultats non montrés). 
2.2 Allongement des cryptes chez les souris Shp-1CEI-KO 
 Afin de déterminer les causes de l’intestinalomégalie observée suite à la délétion de 
Shp-1 dans l’épithélium intestinal, nous avons procédé à des analyses histologiques. Par 
coloration à l’hématoxyline et éosine, nous avons observé l’architecture du jéjunum de 
souris âgées de 6 semaines. Tant chez les souris contrôles que chez les souris 
expérimentales, l’axe crypte-villosité semble normal (Fig. 9A). Toutefois, chez les souris 
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expérimentales, une augmentation significative de la profondeur des cryptes est observée 
(Fig. 9B), ce qui a été validé par des mesures de hauteurs de cryptes (Fig. 9C). 
2.3 Les souris Shp-1CEI-KO présentent un épaississement de la musculeuse 
 Lors de l’euthanasie des souris âgées de 6 semaines, nous avons observé que 
l’intestin grêle des souris Shp-1CEI-KO présentait une certaine raideur par rapport à l’intestin 
grêle des souris contrôles. Par analyse histologique de coupes longitudinales colorées à 
l’hématoxyline et éosine, nous avons constaté un épaississement de la musculeuse chez les 
souris expérimentales (Fig. 10A), épaississement qui a été validé par des mesures de 
hauteur de celle-ci (Fig. 10B). Puisqu’il est connu que la surexpression de Ihh dans 
l’épithélium intestinal mène à un épaississement de la musculeuse (Zacharias et al., 2011), 
nous avons évalué les niveaux d’expression de Ihh par qPCR. Nous avons observé 
effectivement une hausse significative de l’expression de Ihh dans l’épithélium intestinal de 
nos souris expérimentales comparativement aux souris contrôles (Fig. 10C). Afin de 
déterminer si cette augmentation de la dureté de l’intestin grêle relevait uniquement d’un 
épaississement de la musculeuse, nous avons procédé à une coloration au trichrome de 
Masson permettant de visualiser un éventuel développement de fibrose (Grassl et al., 
2008). Cependant, aucune différence n’a été observée entre les souris mutantes et les souris 
contrôles (Fig. 10D).  
2.4 Augmentation de la croissance cellulaire chez les souris Shp-1CEI-KO 
 Puisque la hauteur des cryptes est significativement plus élevée suite à la délétion de 
Shp-1 dans l’épithélium intestinal, nous avons évalué la prolifération cellulaire. En effet, 
une modulation de la longueur des cryptes est souvent proportionnelle au nombre de 
cellules prolifératives (Assi et al., 2008; Langlois et al., 2009). Nous avons donc procédé à 
une immunofluorescence dirigée contre la protéine PCNA (proliferating cell nuclear 
antigen), un marqueur de cellules prolifératives (Fig. 11A). Nous avons observé un 
élargissement de la zone marquée au PCNA chez les souris expérimentales de 6 semaines 
comparativement aux souris contrôles (Fig. 11A, voir accolade). Cependant, le nombre de 
cellules PCNA positives par crypte n’est que très légèrement augmenté, quoique significatif 
(Fig. 11B). 
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Figure 8: La perte de Shp-1 dans l'épithélium intestinal mène à une 
intestinalomégalie. 
A) Poids corporel des souris âgées de 6 semaines (n=16). B) Longueur de l’intestin grêle 
des souris âgées de 6 semaines (n=11, ***p≤0.001). C) Poids de l’intestin grêle des souris 
âgées de 6 semaines (n=11, ***p≤0.001). D) Photo représentative de la longueur de 
l’intestin grêle et du côlon des souris contrôles et expérimentales. Barre de calibration, 
2 cm. E) Ratio du poids de l’intestin sur sa longueur (n=11, **p≤0.01). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
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Figure 9: Allongement des cryptes des souris Shp-1CEI-KO. 
A) Coloration à l’hématoxyline et éosine d’axes crypte-villosité de jéjunum moyen de 
souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 50 µm. B) Coloration à l’hématoxyline et 
éosine des cryptes de jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 
50 µm. C) Mesure de la hauteur des cryptes en µm. Au moins 20 cryptes par souris ont été 
comptées (n=6, ***p≤0.001). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. 
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Figure 10: La perte de Shp-1 dans l'épithélium intestinal mène à un épaississement de 
la musculeuse. 
A) Coloration à l’hématoxyline et éosine sur une coupe longitudinale de jéjunum moyen de 
souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 100 µm. B) Mesures de l’épaisseur de la 
musculeuse en µm. Au moins 15 mesures dans des régions différentes ont été faites par 
souris (n=4, ***p≤0.001). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. C) 
Abondance relative évaluée par qPCR de l’expression de Ihh dans un extrait enrichi 
d’épithélium. L’abondance relative a été normalisée sur les gènes de références Pum1, Sdha 
et Txnl4b (n=10, *p≤0.05). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. D) 
Coloration au trichrome de Masson sur du jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. 
Les fibres de collagènes de type I sont visibles en bleu. Barre de calibration, 50 µm. 
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prolifération cryptale.
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6 semaines. Barre de calibration, 25 µm.
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Figure 12: La perte de Shp-1 dans les cellules épithéliales intestinales engendre une 
hypertrophie cellulaire. 
A) Coloration à l’hématoxyline et éosine des villosités de jéjunum moyen de souris 
contrôles et expérimentales âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 20 µm. B) Mesures 
de la hauteur des cellules des villosités effectuées sur au moins 100 cellules par souris (n=3 
souris, *p≤0.05). Les barres d’erreurs représentent l’erreur type de la moyenne. C) 
Coloration à l’hématoxyline et éosine de cryptes de jéjunum moyen de souris âgées de 
6 semaines. Barre de calibration, 25 µm. D) Mesures de la hauteur des cellules des cryptes 
réalisées sur au moins 35 cellules par souris (n=3, *p≤0.05). Les barres d’erreurs 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
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 Nos résultats montrant la hauteur des cryptes (Fig. 9B) et aussi le marquage au 
PCNA (Fig. 11A, voir accolade) laissent présager une augmentation bien plus importante 
de la prolifération cellulaire que celle que nous avons observée. Nous avons donc décidé 
d’analyser plus précisément si la taille des cellules épithéliales était affectée chez les souris 
mutantes. L’hypertrophie cellulaire est caractérisée par une augmentation du volume des 
cellules, ce qui fait augmenter le volume d’un organe. Nous avons donc mesuré la taille des 
cellules cryptales et villositaires tant chez les souris mutantes que chez les souris contrôles. 
La Fig. 12 (A-D) montre que la hauteur des cellules cryptales et villositaires est 
effectivement augmentée chez les souris expérimentales par rapport aux souris contrôles. 
Ceci est également observable sur l’agrandissement de la figure 11A. Ces résultats 
suggèrent donc que la perte de Shp-1 dans l’épithélium intestinal mène à une augmentation 
de la croissance cellulaire visualisée par une hypertrophie cellulaire, et par une très modeste 
augmentation de la prolifération. En fait, l’augmentation de la hauteur des cryptes chez les 
souris expérimentales tient surtout de l’hypertrophie cellulaire, puisque que la légère 
augmentation de prolifération mesurée est probablement trop faible pour réellement 
influencer la hauteur des cryptes. 
2.5 La perte de Shp-1 entraîne une augmentation d’activation de la voie PI3K/Akt/mTor 
 Dans l’intention de déterminer les mécanismes moléculaires par lesquels Shp-1 
régularise l’hypertrophie cellulaire dans l’épithélium intestinal, nous nous sommes 
intéressés à déterminer le statut d’activation de la voie PI3K/Akt/mTor chez nos souris 
expérimentales. En effet, cette voie de signalisation est bien connue pour favoriser la 
synthèse protéique (Goodman, 2014) et aussi l’hypertrophie cellulaire dans le muscle 
(Rommel et al., 2001; Park et al., 2005). Pour évaluer le statut d’activation de la voie 
PI3K/Akt/mTor, nous avons analysé par immunobuvardage le niveau de phosphorylation 
de plusieurs effecteurs de cette voie de signalisation.  
 Tout d’abord, nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de Akt 
sur la sérine 473, soit une phosphorylation activatrice faite par mTORC2 (Sarbassov et al., 
2005). Également, une hausse du niveau de mTor phosphorylé sur la sérine 2448 a été aussi 
mise en évidence chez les souris expérimentales. Cette phosphorylation rend la 
sérine/thréonine kinase active lui permettant à son tour de phosphoryler d’autres effecteurs 
en aval. Parmi ces effecteurs, il y a notamment 4E-BP1, ce qui permet la libération du 
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facteur d’initiation à la traduction eIF4E qui peut être à son tour phosphorylé sur la sérine 
209 (Pyronnet et al., 1999). mTOR phosphoryle aussi la protéine ribosomale S6 sur les 
sérines 235 et 236 permettant son activation. Ainsi, l’activation par phosphorylation de tous 
ces effecteurs culmine en l’activation de la synthèse protéique (Zarogoulidis et al., 2014), 
favorisant la croissance cellulaire.  
2.5 Modulation de l’expression de la -caténine dans l’épithélium des souris Shp-1CEI-KO 
 Étant donné le rôle crucial joué par la voie Wnt/β-caténine au niveau du contrôle de 
la prolifération dans l’épithélium intestinal (Ireland et al., 2004; Fevr et al., 2007), nous 
nous sommes intéressés à évaluer le statut d’activation de cette voie de signalisation chez 
nos souris expérimentales. Tout d’abord, nous avons déterminé les niveaux d’expression de 
la β-caténine par immunobuvardage. Une forte augmentation de la β-caténine est détectée 
par immunobuvardage dans le jéjunum moyen des souris expérimentales comparativement 
aux souris contrôles (Fig. 14A). Ceci suggère donc qu’il pourrait y avoir une augmentation 
de la β-caténine dans l’épithélium intestinal de nos souris expérimentales. Cette hausse 
potentielle d’expression pourrait suggérer que celle-ci est moins dégradée et donc que la 
voie Wnt/β-caténine est activée chez nos souris mutantes. Afin de valider le statut de 
l’activité transcriptionnelle de cette voie, nous avons analysé par qPCR l’expression de 
plusieurs gènes cibles du complexe β-caténine/TCF4. Tel que montré à la Fig. 14, nous 
n’avons pas observé d’augmentation de l’activité transcriptionnelle de ce complexe sur les 
gènes c-myc, cycline D1 et axine 2, mais plutôt une réduction de ceux-ci (Fig. 14 B-D). 
 
3. Impact de la perte de Shp-1 dans l’épithélium intestinal sur la différenciation 
cellulaire 
 Après avoir évalué le rôle de la tyrosine phosphatase Shp-1 sur la prolifération et la 
croissance cellulaire, nous nous sommes intéressés à son implication dans la différenciation 
des cellules épithéliales intestinales. Nous avons donc quantifié la présence de chacun des 
quatre types cellulaires majoritaires différenciés qui composent l’épithélium intestinal de 
nos souris expérimentales. 
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Figure 13: Hyperactivation de la voie PI3K/Akt/mTor dans l'épithélium intestinal des 
souris Shp-1CEI-KO. 
Des immunobuvardages contre différents effecteurs de la voie de signalisation 
PI3K/Akt/mTor ont été réalisés sur des enrichissements épithéliaux de jéjunum moyen de 
souris âgées de 6 semaines. Les phosphorylations de Akt sur sérine 473, de mTor sur sérine 
2448, de eIF4E sur sérine 209 et de la protéine ribosomale S6 sur sérines 235 et 236 ont été 
détectées à l’aide d’anticorps phospho-spécifiques. Les niveaux totaux de Akt et de la 
protéine ribosomale S6 ont également été évalués et l’actine a servi de contrôle de charge. 
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Figure 14: Modulation de la voie Wnt/β-caténine chez les souris Shp-1CEI-KO. 
A) Immunobuvardage de la β-caténine réalisé sur des extraits d’enrichissement 
d’épithélium de jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. L’actine a servi de contrôle 
de charge. B), C) et D) Abondance relative évaluée par qPCR de l’expression de c-myc, de 
cycline D1 et de axine 2 dans un extrait enrichi d’épithélium. L’abondance relative a été 
normalisée sur les gènes de références Pum1, Sdha et Txnl4b (n=10, **p≤0.01, 
***p≤0.001). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
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3.1 Différenciation normale des entérocytes chez les souris Shp-1CEI-KO 
 Afin de vérifier la maturation des cellules absorbantes, nous avons d’abord procédé 
à une immunofluorescence dirigée contre la sucrase-isomaltase, un marqueur de 
différenciation des entérocytes (Traber, 1998). Tel qu’observé à la Fig. 15A, la sucrase-
isomaltase est bien exprimée à la surface apicale des cellules épithéliales intestinales, et ce, 
tant des souris contrôles que des souris Shp-1CEI-KO. Une analyse par qPCR a permis de 
confirmer que le niveau des transcrits de la sucrase-isomaltase n’était pas significativement 
modulé par la perte de Shp-1 dans l’épithélium intestinal (Fig. 15B). La différenciation des 
cellules absorbantes se fait principalement sous le contrôle de la voie de signalisation Notch 
(Noah et al., 2011). L’activation de cette voie est essentielle pour réprimer Math1 qui 
favorise la différenciation des cellules progénitrices en cellules sécrétrices (Kim et 
Shivdasani, 2011). Aussi, parmi les facteurs impliqués dans l’expression des différents 
gènes spécifiques aux cellules absorbantes de l’épithélium intestinal, il y a le facteur de 
transcription Cdx2 (Suh et Traber, 1996; Fang et al., 2000). Par qPCR, nous avons n’avons 
pas noté de modulation d’expression de Math1 (Fig. 15C) ni de Cdx2 (Fig. 15D). Ces 
résultats suggèrent donc qu’il n’y aurait pas de défaut de maturation ou de différenciation 
des entérocytes. 
3.2 La perte de Shp-1 n’affecte pas la différenciation des cellules entéroendocrines 
 Afin d’évaluer la présence et la maturation de cellules entéroendocrines, nous avons 
réalisé une immunofluorescence contre la chromogranine A (ChgA), une glycoprotéine 
exprimée par la plupart des cellules entéroendocrines (Wang et al., 2004). Entre les souris 
contrôles et les souris expérimentales, aucune différence n’a été remarquée quant au 
marquage de la ChgA obtenu (Fig. 16A). Des décomptes du nombre de cellules 
entéroendocrines par axe crypte-villosité montrent qu’il n’y a effectivement aucune 
différence notable entre les deux groupes de souris (Fig. 16B). Pour confirmer ces résultats, 
une analyse qPCR a été effectuée pour déterminer les niveaux d’expression de la 
neurogénine 3 (Ngn3), un facteur de transcription qui favorise la différenciation des 
cellules entéroendocrines (Mellitzer et al., 2010) (Fig. 16C). Encore une fois, aucune 
variation significative n’a été observée entre les souris contrôles et les souris 
expérimentales. Ces résultats suggèrent donc que la perte de Shp-1 n’affecte pas non plus la 
différenciation des cellules entéroendocrines. 
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Figure 15: La différenciation des entérocytes n'est pas altérée chez les souris 
Shp-1CEI-KO. 
A) Immunofluorescence contre la sucrase-isomaltase réalisée sur du jéjunum moyen de 
souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 50 µm. B), C) et D) Analyse de 
l’expression relative de la sucrase-isomaltase, de Math1 et de Cdx2 par qPCR à partir 
d’extraits d’enrichissement d’épithélium de jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. 
L’expression relative a été normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b 
(n≥4). Les barres s’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
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Figure 16: La perte de Shp-1 n’affecte pas la différenciation des cellules 
entéroendocrines. 
A) Immunofluorescence contre la ChgA sur une coupe de jéjunum moyen de souris âgées 
de 6 semaines. Barre de calibration, 50 µm. B) Décompte du nombre de cellules positives 
pour la ChgA par axe crypte-villosité. Au moins 10 axes cryptes-villosités ont été comptés 
par souris (n=3). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. C) 
Expression relative de Ngn3 quantifiée par qPCR sur des extraits d’enrichissement 
d’épithélium de jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. L’expression relative a été 
normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b (n=4). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
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3.3 Augmentation du nombre de cellules caliciformes suite à la perte de Shp-1  
 Pour évaluer et quantifier le nombre de cellules caliciformes présentes dans 
l’épithélium intestinal de nos souris, nous avons procédé à une coloration à l’Alcian bleu. 
Ceci permet de visualiser les cellules caliciformes puisque les mucines acides vont être 
colorées en bleu. Nous avons constaté une augmentation du nombre de cellules marquées à 
l’Alcian bleu chez les souris expérimentales (Fig. 17A). Ceci fût validé par un décompte du 
nombre de cellules positives à l’Alcian bleu par axe crypte-villosité (Fig. 14D). Afin de 
vérifier si, en plus des mucines acides, il y avait également une augmentation du marquage 
associé aux mucines neutres et basiques, nous avons procédé à une coloration au Periodic 
Acid Shiff (PAS) qui colore ces mucines neutres et basiques en rouge (Fig. 17B). Nous 
avons observé une augmentation du nombre de cellules caliciformes colorées, ce qui a été 
confirmé par un décompte du nombre de cellules PAS positives par axe crypte-villosité 
(Fig. 17E). Nous avons aussi quantifié par qPCR l’expression de la mucine 2, un gène 
exprimé uniquement dans les cellules caliciformes (Winterford et al., 1999), et de Klf4, un 
facteur de transcription qui favorise la différenciation des cellules caliciformes (Katz et al., 
2002). En accord avec nos résultats du nombre de cellules caliciformes marquées, une 
augmentation significative d’expression de Muc2 de même que de Klf4 est détectée dans 
les extraits épithéliaux des souris expérimentales en comparaison aux souris contrôles (Fig. 
17F et G). 
 En observant à plus fort grossissement les cryptes de nos souris expérimentales, 
nous avons noté un marquage relativement différent du marquage obtenu chez les souris 
contrôles (Fig. 17C). En effet, nous avons tout d’abord observé un marquage à l’Alcian 
bleu prononcé au fond des cryptes, correspondant à l’endroit où les cellules de Paneth sont 
normalement localisées, alors que les fonds de cryptes des souris contrôles ne présentent 
pas ce marquage atypique. Nous avons également remarqué que le marquage à l’Alcian 
bleu des cellules cryptales était plus granulé chez les souris expérimentales que chez les 
souris contrôles. 
  
60
 
Figure 17: Augmentation de la production de cellules caliciformes chez la souris 
Shp-1CEI-KO. 
A) Coloration à l’Alcian bleu faite sur des coupes de jéjunum moyen de souris âgées de 
6 semaines. Barre de calibration, 50 µm. B) Coloration au PAS effectuée sur des coupes de 
jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 50 µm. C) Cryptes de 
jéjunum moyen de souris de 6 semaines colorées à l’Alcian bleu. Barre de calibration, 
20 µm. D) Décomptes du nombre de cellules Alcian bleu positives par axe crypte-villosité. 
Au moins 5 axes crypte-villosité par souris ont été comptés (n=5, ***p≤0.001). Les barres 
d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. E) Décomptes du nombre de cellules 
PAS positives par axe crypte-villosité. Au moins 5 axes crypte-villosité par souris ont été 
comptés (n=3, ***p≤0.001). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. 
F) et G) Expression relative de Muc2 et de Klf4 quantifiée par qPCR sur des extraits 
enrichis d’épithélium de jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. L’expression 
relative a été normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b (n=10, *p≤0.05, 
**p≤0.01). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne.  
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Figure 18: Altération de la maturation des cellules de Paneth chez les souris 
Shp-1CEI-KO. 
A) Immunofluorescence contre le lysozyme sur des coupes de jéjunum moyen de souris 
âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 50 µm. Flèches : cellules positives pour le 
lysozyme. B) Immunofluorescence contre le lysozyme sur des coupes de jéjunum moyen de 
souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 20 µm. Flèche : cellules positives pour le 
lysozyme présentant un marquage ponctué. C) Décompte du nombre de cellules positives 
au Best’s Carmine par crypte. Au moins 10 cryptes par souris ont été comptées (n=5, 
**p≤0.01). Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. D) Coloration au 
Best’s Carmine sur du jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 
20 µm. Flèche : cellule positive au Best’s Carmine. E), F) G) et H) Expression relative de 
Sox9, de lysozyme, de RegIIIβ et de RegIIIγ dans des extraits enrichis d’épithélium de 
jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. L’expression relative des gènes a été 
normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b. (n≥4, * p≤0.05, **p≤0.01). 
Les barres d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. 
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3.4 Shp-1 contrôle la maturation des cellules de Paneth 
 Afin de quantifier les cellules de Paneth présentes dans l’épithélium intestinal de 
nos souris expérimentales, nous avons d’abord procédé à un immunofluorescence contre le 
lysozyme, un gène de maturation de ce dernier type cellulaire différencié (Bry et al., 1994). 
Tel qu’observé à la Fig. 18A, l’expression du lysozyme chez les souris contrôles se 
retrouve uniquement au niveau du fond des cryptes, là où sont localisées les cellules de 
Paneth. Toutefois, la localisation des cellules positives au lysozyme chez les souris 
expérimentales est particulière. En effet, des cellules positives au lysozyme sont 
effectivement retrouvées au fond des cryptes, là où on s’attendrait à les voir. Par contre, en 
plus de ces cellules au fond des cryptes, de nombreuses autres cellules positives au 
lysozyme apparaissent tout le long de l’axe crypte-villosité (Fig. 18A, voir flèches), mais 
avec une intensité moindre. À plus fort grossissement, on remarque que le marquage au 
lysozyme est plus finement ponctué dans ces cellules, différant des cellules de Paneth des 
souris contrôles (Fig. 18B, voir flèche). 
 Par la suite, nous avons procédé à une coloration au Best’s Carmine (Fig. 18D), une 
coloration qui, lorsque précédée par une étape de méthylation des mucosaccharides, permet 
de visualiser les granules de sécrétion des cellules de Paneth (granules acidophiles) (Lauren 
et Sorvari, 1967). Chez les souris contrôles, nous avons détecté la présence de granules de 
sécrétion rouges et typiques des cellules de Paneth au fond des cryptes. Chez la souris 
Shp-1CEI-KO, des cellules contenant des granules acidophiles sont aussi bien détectées dans 
les cryptes, non seulement au fond des cryptes mais également plus haut dans celles-ci (Fig. 
18D, voir flèches). Cependant, la coloration des granules de sécrétion chez la souris 
mutante semble beaucoup moins dense que celle des granules observés chez les souris 
contrôles. De plus, nous avons recensé un nombre plus important de cellules marquées au 
Best’s Carmine par crypte dans les souris expérimentales que dans les souris contrôles (Fig. 
18C).  
 
 Puisque le nombre de cellules de Paneth semble plus important chez nos souris 
expérimentales, nous avons évalué les niveaux d’expression de Sox9, un gène impliqué 
dans la spécification et la maturation de ce type cellulaire (Mori-Akiyama et al., 2007). En 
accord avec le nombre de cellules positives pour le Best’s Carmine et pour le lysozyme, 
  
63
nous avons noté une augmentation d’expression de Sox9 dans nos souris Shp-1CEI-KO. 
Cependant, étant donné que le marquage en immunofluorescence contre le lysozyme 
semblait plus faible dans les souris expérimentales que dans les souris contrôles, nous 
avons évalué l’expression relative de certains gènes associés à la maturation des cellules de 
Paneth, soit le lysozyme, RegIIIβ et RegIIIγ (Cash et al., 2006) (Fig. 18F-H). Dans les trois 
cas, nous avons observé une forte réduction significative de l’expression de ces gènes, soit 
une baisse de 75%, de 99% et de 99% respectivement. Puisque l’expression des gènes 
associés à la maturation des cellules de Paneth diminuent malgré l’augmentation du nombre 
de cellules de Paneth, ces résultats suggèrent que la perte de Shp-1 dans l’épithélium 
intestinal mène à des défauts de maturation de ce type cellulaire particulier. 
3.5 Les cellules positives au lysozyme et au Best’s Carmine présentent un phénotype 
morphologique différent des cellules de Paneth matures 
 Afin de déterminer si les cellules qui colorent au Best’s Carmine et qui marquent au 
lysozyme sont bel et bien des cellules de Paneth, nous avons analysé plus en détail la 
morphologie de ces cellules. Ce que nous remarquons, c’est d’abord que les cellules au 
fond des cryptes vont présenter une forme plutôt pyramidale similaire à celle des cellules de 
Paneth normales observées chez les souris contrôles (Fig. 18D). Ensuite, nous pouvons 
noter la forme plus arrondie des autres cellules localisées plus en hauteur dans la crypte, 
une forme qui rappelle celle des cellules caliciformes (Fig. 18D). Pour étudier plus en 
profondeur la morphologie de ces cellules, nous avons utilisé la microscopie électronique. 
Les cellules caliciformes observées chez les souris contrôles et les souris expérimentales 
présentent une morphologie similaire (Fig. 19A). Pour ce qui est des cellules localisées au 
fond des cryptes, chez les souris contrôles, on observe la présence de granules de sécrétion 
qui sont très denses et noires. Toutefois, chez les souris expérimentales, les granules de 
sécrétion observés semblent plus petites et beaucoup moins denses (Fig. 19B). En fait, à 
plus fort grossissement, on peut remarquer un pourtour ponctué et plus clair que le cœur 
des granules (Fig. 19C). Le contenu de ce pourtour ressemble étrangement au contenu des 
cellules caliciformes (Fig. 19A-C, voir flèches).  
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Figure 19: Analyse morphologique des cellules de Paneth et caliciformes chez les 
souris contrôles et Shp-1CEI-KO. 
A) Visualisation par microscopie électronique des cellules caliciformes de jéjunum moyen 
de souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 1 µm. B) Visualisation par microscopie 
électronique des cellules au fond des cryptes dans le jéjunum moyen de souris âgées de 
6 semaines. Barre de calibration, 1 µm. Flèche : granule de sécrétion peu dense. C) 
Visualisation par microscopie électronique des granules de sécrétion des cellules au fond 
des cryptes de jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. Barre de calibration, 500 nm. 
Flèche : granule de sécrétion peu dense. 
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3.6 Accumulation de cellules intermédiaires chez les souris Shp-1CEI-KO  
 Les résultats des marquages au lysozyme et à la Best’s Carmine de même que les 
analyses qPCR suggèrent un défaut dans la maturation des cellules de Paneth chez la souris 
Shp-1CEI-KO. De plus, les analyses en microscopie électronique montrent que ces cellules 
possèdent un phénotype morphologique intermédiaire entre celui des cellules de Paneth 
matures et des cellules caliciformes. Nous avons donc décidé de faire un comarquage à 
l’Alcian bleu précédé d’un immunohistochimie contre le lysozyme pour vérifier si ces 
cellules présentaient réellement un phénotype intermédiaire. Suite à la double coloration, 
nous observons chez les souris contrôles un marquage mutuellement exclusif pour l’Alcian 
bleu et le lysozyme (Fig. 20). Par contre, chez nos souris expérimentales, nous avons 
observé plusieurs cellules doublement marquées, c’est-à-dire qui sont fortement colorées à 
la fois par l’Alcian bleu et par le lysozyme (Fig. 20). En fait, ce qui est remarqué, c’est que 
toutes les cellules positives au lysozyme sont également positives à l’Alcian bleu. À 
l’inverse, ce ne sont pas toutes les cellules positives à l’Alcian bleu qui présentent aussi un 
marquage au lysozyme; seulement quelques cellules vont être ainsi comarquées et elles 
sont majoritairement localisées dans la crypte (Fig. 20, voir flèche).  
3.7 Les souris Shp-1CEI-KO présentent une hausse d’expression de LC3A  
 Les souris invalidées pour le gène Atg16l1 présentent des cellules de Paneth avec 
des granules ayant une moins forte densité observée par microscopie électronique 
(Stappenbeck, 2010), ce qui ressemble aux granules observées chez nos souris Shp-1CEI-KO 
(Fig. 19B-C). Puisque ces souris invalidées pour Atg16l1 ont des défauts d'autophagie, nous 
nous sommes intéressés à évaluer l’état d’activation de ce processus biologique dans nos 
souris. Nous avons donc évalué les niveaux d'expression protéique de LC3A par 
immunobuvardage et les niveaux d’expressions de son ARNm par qPCR (Fig. 21A et C). 
Dans les deux cas, nous avons observé une augmentation de l'expression de LC3A (LC3A-
I) dans l'épithélium intestinal de nos souris expérimentales comparativement à nos souris 
contrôles. Par contre, l’expression de LC3A-II semble peu modifiée ce qui indique que le 
ratio LC3A-II/LC3A-I diminue, suggérant donc une baisse de l’activité autophagique chez 
les souris Shp-1CEI-KO (Fig. 21B).  
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Figure 20: Présence de cellules à phénotype intermédiaire Paneth/caliciformes chez les 
souris Shp-1CEI-KO. 
Un double-marquage a été réalisé par un immunohistochimie contre le lysozyme suivi 
d’une coloration à l’Alcian bleu sur le jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. Barre 
de calibration, 40 µm. Flèches : cellules doublement marquées. 
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Figure 21: Diminution de l’activité autophagique chez les souris Shp-1CEI-KO. 
A) Immunobuvardage contre LC3A fait sur des extraits d’enrichissement d’épithélium de 
jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. Les formes LC3A-I et LC3A-II sont 
observées. L'actine a servi de contrôle de charge. B) Ratio densitométrique des formes de 
LC3A (LC3A-II/LC3A-I) (n=3). C) Expression relative de LC3A dans des extraits enrichis 
d’épithélium de jéjunum moyen de souris âgées de 6 semaines. L’expression relative des 
gènes a été normalisée sur les gènes de référence Pum1, Sdha et Txnl4b. (n=10). Les barres 
d’erreur représentent l’erreur type de la moyenne. 
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3.9 L’expansion des cellules intermédiaires est beaucoup plus importante chez les souris 
Shp-1CEI-KO que chez les souris PtenCEI-KO 
 Afin de déterminer si l’hyperactivation de la voie de signalisation PI3K/Akt est 
également responsable de l’accumulation des cellules intermédiaires chez la souris 
Shp-1CEI-KO, nous avons procédé à des analyses histologiques sur des coupes de jéjunum de 
souris PtenCEI-KO de 4 mois. Par simple coloration à l’hématoxyline et éosine, nous avons 
vu chez les souris contrôles la présence attendue des cellules de Paneth au fond des cryptes 
par visualisation des granules acidophiles rouges et denses. Chez les souris Shp-1CEI-KO, les 
cellules localisées au fond des cryptes présentent également des granules acidophiles, mais 
beaucoup moins denses. Ce marquage est aussi retrouvé dans certaines cellules plus en 
hauteur dans les cryptes, cellules correspondant aux cellules intermédiaires (Fig. 20 et 22A, 
panneau central, voir flèche). Chez les souris PtenCEI-KO, nous avons bien détecté la 
présence de cellules de Paneth au fond des cryptes, cellules qui présentent un marquage 
dense et ponctué typique et similaire aux souris contrôles. Toutefois, certaines cellules 
présentaient un marquage qui se rapprochait plus de celui des cellules intermédiaires 
observées chez les souris Shp-1CEI-KO (Fig. 22A, panneau de droite, voir flèche). Nous 
avons donc procédé à une double coloration Alcian bleu-lysozyme afin de déterminer si ces 
cellules correspondaient effectivement aux cellules intermédiaires. Tel qu’illustré à la 
Fig. 22B, quelques cellules intermédiaires peuvent être effectivement observées chez les 
souris PtenCEI-KO (Fig. 22B, panneau de droite, voir flèches). Cependant, les cellules 
intermédiaires sont beaucoup moins nombreuses chez les souris PtenCEI-KO que chez les 
souris Shp-1CEI-KO (Fig. 22B, panneau central, voir flèches). En effet, suite à des décomptes 
de cellules doublement marquées, nous observons 6 fois plus de cellules doublement 
marquées chez les souris Shp-1CEI-KO que chez les souris PtenCEI-KO (Fig. 22C). En fait, chez 
la souris PtenCEI-KO, toutes les cellules positives au lysozyme ne sont pas toutes positives à 
l’Alcian bleu, contrairement à qui est observé chez la souris Shp-1CEI-KO. Ces résultats 
suggèrent donc que la voie PI3K/Akt contribue à l’apparition des cellules intermédiaires, 
mais que d’autres signalisations régularisées par Shp-1 doivent être aussi impliquées. De 
plus, ces résultats suggèrent aussi que l’absence de Shp-1 dans l’épithélium intestinal 
bloque la maturation des cellules intermédiaires en cellules de Paneth par un mécanisme 
indépendant de l’hyperactivation de la voie PI3K/Akt. 
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Figure 22:Les souris PtenCEI-KO présentent moins de cellules intermédiaires que les 
souris Shp-1CEI-KO. 
A) Coloration à l’hématoxyline et éosine de jéjunum de souris âgées de 4 mois. Barre de 
calibration, 20 µm. Flèches : cellules qui ont un marquage très ponctué, mais peu dense. B) 
Double coloration à l’Alcian bleu et immunohistochimie contre le lysozyme sur des coupes 
de jéjunum de souris âgées de 4 mois. Barre de calibration, 20 µm. Flèches : cellules 
doublement colorées. C) Décompte du nombre de cellules doublement marquées par crypte. 
Au moins 20 cryptes par souris ont été comptées (n=3, ***p≤0.001). Les barres d’erreur 
représentent l’erreur type de la moyenne. 
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DISCUSSION 
 En régularisant négativement plusieurs voies de signalisation importantes, Shp-1 
affecte de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la migration, la survie, le 
développement et la différenciation (Pages et al., 1999; Kruger et al., 2000; Liu et al., 
2000; Keilhack et al., 2001; Daigle et al., 2002; Pao et al., 2007). De plus, Shp-1 est 
responsable du phénotype murin Motheaten, un phénotype caractérisé par une forte 
activation des cellules hématopoïétiques qui va résulter en une inflammation généralisée 
couplée à un phénotype d’auto-immunité (Green et Shultz, 1975; Dubois et al., 2006; Tsui 
et al., 2006). La majorité des études concernant cette phosphatase ont été réalisées dans les 
cellules d’origine hématopoïétique, cellules dans lesquelles Shp-1 est le plus fortement 
exprimé. Toutefois, Shp-1 est également exprimé dans plusieurs autres tissus, notamment 
dans les épithéliums (Poole et Jones, 2005; Lorenz, 2009). Puisque Shp-1 semble réguler 
l’homéostasie des cellules hématopoïétiques, nous nous sommes intéressés à déterminer le 
rôle de cette phosphatase dans le maintien de l’homéostasie de l’épithélium intestinal. 
 Bien que Shp-1 soit détectée dans l’épithélium intestinal chez le fœtus humain 
(Duchesne et al., 2003), nous avons d’abord déterminé que c’est également le cas dans 
l’épithélium intestinal murin adulte (Fig.5, Fig. 7A). Shp-1 est effectivement observée chez 
la souris où il est présent majoritairement dans la villosité, bien qu’exprimée également 
dans les cryptes. Ceci confirme donc les observations antérieures qui ont montré que Shp-1 
était exprimée plus fortement dans les cellules différenciées, comparativement aux cellules 
prolifératives dans l’intestin fœtal humain (Duchesne et al., 2003).  
 
1. L’absence d’expression de Shp-1 dans l’épithélium intestinal entraîne une 
intestinalomégalie 
 Afin d’identifier les rôles de Shp-1 dans l’épithélium intestinal, nous avons généré 
un modèle murin de délétion de Shp-1 spécifiquement dans ce tissu. Les premiers 
souriceaux nés ont été suivis de près, puisque les souris ayant des mutations perte-de-
fonction de Shp-1, les souris Motheaten et Motheaten viables, montrent un retard de 
croissance important et ne survivent pas plus de 2-3 semaines (me) ou 9-12 semaines (mev) 
dû à une inflammation généralisée (Green et Shultz, 1975; Tsui et al., 2006). De plus, les 
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souris invalidées pour Shp-2 dans l’épithélium intestinal développent spontanément de 
l’inflammation colique caractérisée par un retard important de croissance, en plus 
d’entraîner la mort de certains individus en quelques semaines (Coulombe et al., 2013). 
Toutefois, les souriceaux invalidés pour Shp-1 dans l’épithélium intestinal n’ont pas montré 
de retard de croissance (Fig. 8A). La perte de Shp-1 dans les cellules épithéliales 
intestinales a été validée (Fig. 7), de même que l’absence de compensation par Shp-2 
(résultat non-montré) qui a entre autres déjà été montrée dans les cellules cancéreuses 
colorectales Caco2 (Wang et al., 2006). Nous avons toutefois remarqué un allongement et 
une augmentation du poids de l’intestin grêle chez les souris expérimentales (Fig. 8B-D). 
En fait, le poids de l’intestin grêle des souris expérimentales est significativement plus 
élevé par unité de longueur (Fig. 8E), indiquant que la perte de Shp-1 dans l’épithélium 
intestinal mène à une intestinalomégalie. 
 Afin de comprendre d’où provient cette intestinalomégalie, nous avons procédé à 
des analyses histologiques. Nous avons d’abord observé un épaississement important de la 
musculeuse chez les souris expérimentales. Cet épaississement du muscle rappelle celui 
observé chez les souris qui surexpriment Ihh, un morphogène notamment impliqué dans la 
prolifération et la différenciation cellulaire des cellules épithéliales intestinales (van den 
Brink et al., 2004; van Dop et al., 2010). De plus, les souris qui surexpriment un inhibiteur 
de Ihh dans l’épithélium intestinal montrent une perte du muscle lisse (Zacharias et al., 
2011), suggérant donc que la signalisation par Ihh régulerait la population de cellules 
musculaires lisses. Un autre modèle murin présente lui aussi un épaississement de la 
musculeuse qui est associé à l’induction de l’expression de Ihh, soit les souris invalidées 
pour Pten dans l’épithélium intestinal (Langlois et al., 2009). Nous avons donc validé que 
dans notre modèle murin nous avons bel et bien une augmentation de l’expression de Ihh 
(Fig. 10C), corrélée avec l’épaississement de la musculeuse (Fig. 10A-B). Également, lors 
de l’euthanasie de nos souris, une certaine raideur de l’intestin était notée, surtout au niveau 
du jéjunum et de l’iléon. Il est connu que l’inflammation intestinale, telle qu’observée lors 
de la maladie de Crohn, amène souvent un durcissement du tissu associé à une fibrose 
(Georges et al., 2007; Rieder et al., 2007). Donc, afin de déterminer si les souris 
expérimentales développaient de la fibrose, nous avons procédé à une coloration au 
trichrome de Masson. Cependant, les souris expérimentales et les souris contrôles ne 
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semblent pas présenter de différence notable quant à la quantité de collagène de type I 
présente (Fig. 10D). Ces résultats suggèrent donc que la raideur de l’intestin grêle serait 
attribuable à l’épaississement de la paroi musculaire, elle-même due à une augmentation 
d’expression de Ihh. 
 Ensuite, nous avons noté un allongement significatif de la hauteur des cryptes du 
jéjunum chez les souris expérimentales de 6 semaines, comparativement aux souris 
contrôles (Fig. 9B-C). Puisque les cellules prolifératives se retrouvent au fond des cryptes, 
une augmentation de la hauteur des cryptes est généralement associée à une augmentation 
de la prolifération (Assi et al., 2008; Langlois et al., 2009). Par une immunofluorescence 
contre le PCNA, nous avons observé une forte augmentation de la zone proliférative chez 
nos souris expérimentales, en comparaison aux souris contrôles (Fig. 11A). Bien qu’un 
décompte du nombre de cellules positives pour le PCNA ait montré une augmentation 
significative chez les souris Shp-1CEI-KO, la différence mesurée s’est avérée être très faible. 
D’un point de vue cellulaire, nous avons toutefois observé que la taille des cellules était 
plus importante chez les souris invalidées pour Shp-1 dans l’épithélium intestinal. Cette 
augmentation de la taille cellulaire suggère la présence d’hypertrophie cellulaire chez les 
souris expérimentales, et ce, tant au niveau des cryptes que des villosités (Fig. 12A-D). 
Cette hypertrophie cellulaire pourrait donc expliquer l’augmentation de la zone 
proliférative, soit la hauteur des cryptes, sans que la prolifération soit fortement affectée par 
la perte de Shp-1. Une des principales voies de signalisation qui contrôle la croissance 
cellulaire est la voie PI3K/Akt/mTOR (Rommel et al., 2001). En effet, l’activation 
soutenue de cette voie de signalisation entraîne la phosphorylation de plusieurs effecteurs 
qui augmentent la synthèse protéique, ce qui permet d’accroître la taille cellulaire 
(Goodman, 2014). Chez nos souris expérimentales, nous avons effectivement observé une 
augmentation de la phosphorylation de plusieurs effecteurs de cette voie de signalisation 
dont les protéines Akt, mTOR, et ses substrats S6K et 4E-BP1 (Fig. 13). De plus, il est déjà 
connu dans certains modèles que Shp-1 est capable de déphosphoryler directement la sous-
unité régulatrice de la kinase PI3K, p85, conduisant à son inactivation (Yu et al., 1998; 
Cuevas et al., 1999; Dubois et al., 2006). D’un autre côté, une étude a mis en évidence que 
Shp-1 déphosphoryle Pten dans des cellules de cancer du sein, ce qui activerait la lipide 
phosphatase et réduirait l’activation de la voie PI3K/Akt (Lu et al., 2003). Il serait 
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cependant important de valider dans notre modèle comment Shp-1 affecte l’activation de 
cette voie de signalisation. Nos résultats indiquent donc que l’hypertrophie cellulaire des 
cellules épithéliales intestinales observée chez nos souris expérimentales pourrait être une 
conséquence de l’hyperactivation de la voie PI3K/Akt/mTOR.  
 Ainsi, l’épaississement du muscle et l’hypertrophie cellulaire qui mène à 
l’augmentation de la taille des cryptes contribuent ensemble au phénotype 
d’intestinalomégalie observé chez nos souris expérimentales.  
 
2. Les souris invalidées pour Shp-1 dans l’épithélium intestinal présentent des défauts 
de différenciation cellulaire 
 Afin d’évaluer plus en profondeur comment l’homéostasie de l’épithélium intestinal 
chez les souris expérimentales était modulée, nous avons évalué la présence de chacun des 
types cellulaires majoritaires qui composent cet épithélium. Ce que nous avons noté, c’est 
une augmentation significative du nombre de cellules caliciformes par axe crypte-villosité 
(Fig. 17). En ce qui concerne les cellules de Paneth, nous avons utilisé la coloration au 
Best’s Carmine, colorant les granules acidophiles. De manière intéressante, nous avons 
également observé une augmentation significative du nombre de cellules positives au 
Best’s Carmine (Fig. 18C-D). Aussi, le nombre de cellules marquées pour le lysozyme 
semble lui aussi supérieur chez les souris expérimentales comparativement aux souris 
contrôles (Fig. 18A). Puisque le nombre de cellules différenciées est finement contrôlé afin 
de maintenir l’homéostasie de l’épithélium intestinal, une hausse du nombre de cellules de 
Paneth et de cellules caliciformes pourrait être associée à une réduction du nombre de 
cellules entéroendocrines et/ou de cellules absorbantes. Toutefois, aucune différence 
notable n’a été observée dans le nombre de cellules entéroendocrines et de cellules 
absorbantes. En effet, le nombre de cellules positives pour la ChgA n’est pas modulé (Fig. 
16A-B). Par contre, toutes les cellules entéroendocrines n’expriment pas les mêmes 
hormones, c’est pourquoi nous avons validé ce résultat en évaluant les niveaux 
d’expression de Ngn3. L’expression de ce facteur de transcription, connu pour favoriser la 
différenciation en cellules entéroendocrines (Mellitzer et al., 2010), n’est pas modulée chez 
les souris expérimentales (Fig. 16C). Ces résultats indiquent donc que Shp-1 n’affecte pas 
les cellules entéroendocrines. Afin de voir s’il y avait une différence ailleurs dans l’arbre 
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décisionnel de la différenciation des cellules épithéliales intestinales, nous avons quantifié 
l’expression de la sucrase-isomaltase, une enzyme digestive présente à la surface des 
microvillosités des cellules absorbantes. Encore une fois, nous n’avons pas observé de 
différence entre les souris contrôles et les souris expérimentales. En effet, la localisation et 
les niveaux d’expression semblent similaires entre les souris expérimentales et les souris 
contrôles (Fig. 15A). Nous avons validé ce résultat en analysant l’expression relative des 
transcrits de la sucrase-isomaltase et de Cdx2, un gène impliqué dans l’expression des 
gènes spécifiques des cellules absorbantes. Dans les deux cas, aucune modulation n’a été 
observée (Fig. 15B et D). Ces résultats suggèrent que la détermination et la différenciation 
cellulaire des entérocytes seraient normales même en absence de la phosphatase Shp-1. De 
plus, nous avons analysé l’expression de Math1. Ce gène est exprimé uniquement par les 
cellules qui vont faire partie de la lignée sécrétrice, puisque lors de la détermination des 
cellules absorbantes, ces cellules expriment Hes1 qui inhibe l’expression de Math1 
(Akazawa et al., 1995; Kim et Shivdasani, 2011). Les souris contrôles et les souris 
expérimentales présentent des niveaux similaires d’expression de Math1 (Fig. 15C). Ces 
résultats nous indiquent que s’il y a effectivement un débalancement dans les différents 
types de cellules différenciées, nous ne savons pas si c’est entre les lignées sécrétrices et 
absorbantes, ou si c’est plutôt au niveau du précurseur Paneth/caliciforme et 
entéroendocrines. Cependant, nos résultats suggèrent que ce débalancement ne serait ni 
dépendant de Ngn3 ni des facteurs de transcription Cdx2 et Math1.  
 La perte de Shp-1 dans l’épithélium intestinal murin engendre donc un problème de 
différenciation cellulaire puisque le nombre de cellules de Paneth et le nombre de cellules 
caliciformes sont tous les deux augmentés. Cependant, les cellules absorbantes et les 
cellules entéroendocrines ne semblent pas affectées par la perte de cette phosphatase. 
 
3. La maturation des cellules de Paneth est défectueuse suite à la perte de Shp-1 dans 
l’épithélium intestinal 
 De manière intéressante, à plus fort grossissement, nous avons observé que 
plusieurs cellules au fond des cryptes marquaient fortement à l’Alcian Bleu chez nos souris 
expérimentales, alors que ce type de marquage était peu ou pas observé chez les souris 
contrôles. De plus, la coloration à l’Alcian Bleu semble donner un marquage plus ponctué 
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dans ces cellules cryptales de nos souris expérimentales comparativement aux autres 
cellules positives à l’Alcian Bleu retrouvées dans les villosités, comme s’il y avait présence 
de granules de sécrétion de cellules de Paneth dans ces cellules caliciformes (Fig. 17C). 
D’un autre côté, nous avons également observé que les cellules positives au Best’s Carmine 
sont correctement localisées au fond des cryptes. Cependant, certaines d’entre elles sont 
délocalisées du fond des cryptes. Encore une fois, la coloration au Best’s Carmine chez les 
souris expérimentales donne un marquage ponctué, mais différent de celui observé chez les 
souris contrôles (Fig. 18C). Finalement, le marquage au lysozyme par immunofluorescence 
montre une localisation cellulaire au fond des cryptes, là où les cellules de Paneth sont 
normalement localisées. Cependant, de nombreuses autres cellules plus faiblement 
marquées sont également visibles tout au long de l’axe crypte-villosité (Fig. 18A). Ces 
cellules présentent elles aussi un marquage très ponctué similaire à celui des granules de 
sécrétion des cellules de Paneth (Fig. 18B). En fait, le marquage à l’Alcian Bleu observé au 
fond des cryptes semble être observé dans des cellules correspondant aux cellules de 
Paneth. De plus, certaines des cellules positives au Best’s Carmine et au lysozyme, 
particulièrement celles qui sont délocalisées, ressemblent à des cellules caliciformes. Afin 
de valider s’il s’agit effectivement des mêmes cellules, nous avons procédé à une double 
coloration des cellules de Paneth et des cellules caliciformes par un immunohistochimie 
contre le lysozyme, suivi d’une coloration à l’Alcian Bleu. De manière intéressante, les 
souris invalidées pour Shp-1 dans les cellules épithéliales intestinales ont effectivement 
montré plusieurs cellules doublement colorées au niveau de leurs cryptes (Fig. 19), avec 
quelques exceptions au niveau de la base des villosités (résultat non montré). Ces cellules 
présentent donc à la fois des caractéristiques de cellules de Paneth et de cellules 
caliciformes. Évidemment, ces cellules doublement marquées ne sont pas retrouvées dans 
les souris contrôles, sinon en très faible quantité. Il est à noter que les cellules de Paneth et 
les cellules caliciformes proviennent d’un précurseur commun, issu lui-même d’un 
précurseur commun avec les cellules entéroendocrines (Noah et al., 2011). Quelques 
équipes ont déjà relaté l’existence de cellules au phénotype intermédiaire, c’est-à-dire des 
cellules qui présentent à la fois des caractéristiques de cellules de Paneth et de cellules 
caliciformes. Ces études ont suggéré que ces cellules intermédiaires étaient en fait le 
précurseur commun entre ces deux types cellulaires, précurseurs qui sont normalement pas 
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ou très peu visibles (Calvert et al., 1988; Kamal et al., 2001; Liu et al., 2013). Pour valider 
cette théorie, il pourrait être intéressant de procéder à un marquage de Spdef ou de Gfi1, 
deux gènes de différenciation exprimés dans les cellules précurseures Paneth/caliciforme et 
donc dans les cellules intermédiaires (Shroyer et al., 2005; Gregorieff et al., 2009). Ainsi, il 
serait possible de déterminer quelles sont les cellules intermédiaires, et s’il y a 
effectivement une accumulation de celles-ci dans nos souris expérimentales. 
 La visualisation des cellules au fond des cryptes par microscopie électronique a 
permis d’observer les granules de sécrétion dans les cellules de Paneth tant chez les souris 
contrôles que chez les souris expérimentales. Nous avons ainsi noté une perte de densité au 
niveau de ces granules de sécrétion chez les souris expérimentales alors que les souris 
contrôles présentent des granules de sécrétion bien denses et typiques des cellules de 
Paneth. La perte de densité est visualisée par la présence d’un pourtour très pâle et donc 
très peu dense qui entoure ces granules (Fig. 19B et C). Cette différence de densité des 
granules pourrait expliquer que le marquage observé semble différent et plus ponctué chez 
les souris Shp-1CEI-KO. Une perte de densité dans les granules de cellules de Paneth est 
généralement associée à la présence de cellules immatures (Garabedian et al., 1997; 
Gregorieff et al., 2009). En accord avec cela, nous avons observé une diminution de 
l’intensité du signal en immunofluorescence du lysozyme (Fig. 18A et B). Ceci a été 
confirmé par des qPCRs qui montrent une diminution importante de l’expression non 
seulement du lysozyme, mais aussi de RegIIIβ et de RegIIIγ (Fig. 18E-G), des gènes qui 
sont exprimés par les cellules de Paneth. Cependant, nous avons noté une augmentation de 
l’expression de Sox9 connu pour favoriser la détermination des cellules de Paneth chez nos 
souris expérimentales (Mori-Akiyama et al., 2007). Ces résultats indiquent donc que la 
perte de Shp-1 dans les cellules épithéliales intestinales mène à un défaut de détermination 
cellulaire qui mène à la formation d’un plus grand nombre de cellules de Paneth en plus 
d’un défaut de maturation de ces cellules. 
 Afin de vérifier si les cellules caliciformes présentent elles aussi un problème de 
maturation, nous avons évalué l’expression de Muc2 et de Klf4, soit respectivement un 
gène exprimé chez les cellules caliciformes matures et un facteur de transcription qui 
permettrait la maturation terminale de ces cellules (Winterford et al., 1999; Katz et al., 
2002). Dans les deux cas, nous avons observé une augmentation significative de 
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l’expression de ces gènes chez les souris expérimentales, comparativement aux souris 
contrôles (Fig. 17F et G). Également, les cellules caliciformes ont été visualisées par 
microscopie électronique et aucune différence n’a été observée entre les vésicules de 
sécrétion des cellules caliciformes des souris contrôles et celles des souris expérimentales 
(Fig. 19A). Ces résultats suggèrent donc que la perte de Shp-1 dans l’épithélium intestinal 
favorise la production de cellules caliciformes pleinement matures. 
 En bref, nos résultats suggèrent une dérégulation de la différenciation à partir du 
précurseur commun des cellules caliciformes et de Paneth chez les souris invalidées pour 
Shp-1 dans l’épithélium intestinal. En fait, l’absence de Shp-1 semble promouvoir la 
détermination des cellules caliciformes et des cellules de Paneth. Cependant, l’absence de 
Shp-1 favoriserait la maturation des cellules caliciformes au détriment de celle des cellules 
de Paneth. En effet, il y a une perte de maturation des cellules de Paneth, en plus d’une 
accumulation de cellules intermédiaires chez les souris expérimentales. De plus, nous avons 
observé que les cellules positives au lysozyme chez les souris expérimentales étaient toutes 
également positives à l’Alcian bleu. Chez les souris contrôles, toutefois, toutes les cellules 
positives au lysozyme ne sont pas positives à l’Alcian bleu (Fig. 20). L’augmentation du 
nombre de cellules caliciformes matures pourrait donc être issue d’un débalancement dans 
les proportions de cellules de Paneth et des cellules caliciformes. Toutefois, puisque les 
cellules de Paneth ne parviennent pas à maturité, il y a accumulation de cellules 
intermédiaires. La phosphatase Shp-1 pourrait donc jouer un rôle clé dans la maturation des 
cellules de Paneth à partir du précurseur commun Paneth/caliciforme. 
 
4. Les voies de signalisation PI3K/Akt/mTOR et Wnt/β-caténine sont régulées par la 
phosphatase Shp-1 
 Afin de déterminer comment la perte de Shp-1 dans l’épithélium intestinal affecte 
l’homéostasie de ce tissu, nous nous sommes intéressés à évaluer le statut de différentes 
voies de signalisation. Ce que nous avons observé, c’est d’abord l’hyperactivation de la 
voie PI3K/Akt/mTor (Fig. 13). Afin de rallier le phénotype observé à cette voie de 
signalisation modulée par la perte de Shp-1, nous nous sommes intéressés à comparer le 
phénotype des souris Shp-1CEI-KO à celui des souris PtenCEI-KO (Tableau 4), qui vont 
évidemment présenter une augmentation de l’activation de la voie PI3K/Akt (Langlois et 
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al., 2009). Dans les deux cas, une intestinalomégalie est observée, c’est-à-dire un 
allongement de l’intestin grêle, en plus d’une augmentation du poids par unité de longueur 
de celui-ci. Aussi, chez les deux modèles murins, un allongement des cryptes a été mesuré 
en plus d’un épaississement de la musculeuse qui entoure l’intestin grêle. Dans les deux 
cas, l’allongement des cryptes et l’épaississement du muscle sont du même ordre de 
grandeur. Nous avions déjà associé cette intestinalomégalie et l’hypertrophie cellulaire à 
l’hyperactivation de la voie PI3K/Akt. Avec cette comparaison des modèles murins 
toutefois, nous pouvons donc réaffirmer que le phénotype d’intestinalomégalie observé 
suite à la perte de Shp-1 dans l’épithélium intestinal provient effectivement de 
l’hyperactivation de cette voie de signalisation.  
 En ce qui concerne la détermination et la différenciation cellulaire, la souris 
PtenCEI-KO et la souris Shp-1CEI-KO présentent toutes les deux une augmentation significative 
similaire du nombre de cellules caliciformes, corrélée avec une induction de l’expression de 
Klf4. De plus, chez ces deux modèles murins, une réduction de l’expression du lysozyme a 
également été observée, bien que les souris PtenCEI-KO n’aient pas montré de différence 
quant au nombre de cellules de Paneth. Il semblerait donc que la production des cellules 
caliciformes soit favorisée lors de l’hyperactivation de la voie PI3K/Akt. Également, la 
perte de maturité des cellules de Paneth pourrait être, en partie, attribuée à la suractivation 
de cette voie de signalisation chez les souris invalidées pour Shp-1 dans les cellules 
épithéliales intestinales. En effet, les souris PtenCEI-KO présentent aussi des défauts de 
maturation tels qu’une réduction d’expression du lysozyme et de MMP7. De plus, par 
analyse de coupes histologiques colorées à l’hématoxyline et éosine de souris âgées de 
4 mois, nous avons observé chez les souris PtenCEI-KO une architecture des cellules de 
Paneth similaire à celle retrouvée chez les souris Shp-1CEI-KO, c’est-à-dire des cellules, 
parfois délocalisées du fond des cryptes, avec une apparence très ponctuée (Fig. 22A). Ces 
cellules marquent également à la fois au lysozyme et à l’Alcian bleu, suggérant qu’il 
s’agirait effectivement de cellules intermédiaires (fig. 22B). Toutefois, il est à noter que les 
souris Shp-1CEI-KO à 4 mois présentent plus de cellules intermédiaires qu’à 6 semaines, avec 
une proportion de cellules doublement marquées dans les villosités plus importante 
également (résultat non-montré). De plus, les souris Shp-1CEI-KO présentent 6 fois plus de 
cellules doublement marquées que les souris PtenCEI-KO à 4 mois. Ces résultats suggèrent 
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donc que l’activation soutenue de la voie PI3K/Akt pourrait effectivement participer à 
l’apparition de ces cellules intermédiaires, sans toutefois en être l’unique cause. D’autres 
mécanismes dépendants de Shp-1 seraient donc probablement impliqués dans ce processus. 
Nous pouvons notamment penser aux voies de signalisation des MAP kinases Erk1/2 et à la 
voie Wnt/β-caténine qui sont entre autres impliquées dans la maturation des cellules de 
Paneth/caliciforme (van Es et al., 2005; Heuberger et al., 2014) et potentiellement régulée 
par Shp-1. 
 De manière intéressante, nous avons également noté une très forte augmentation 
d’expression protéique de la β-caténine par immunobuvardage chez les souris 
expérimentales (Fig. 13A). Normalement, lorsque la voie Wnt/β-caténine est activée, le 
complexe de dégradation est déstabilisé, ce qui permet la stabilisation de la β-caténine dans 
le cytoplasme (Tamai et al., 2004; Inestrosa et Varela-Nallar, 2013), ce qui pourrait être la 
cause de cette augmentation de la β-caténine. Ceci pourrait donc suggérer une potentielle 
augmentation de l’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF4 chez nos souris 
expérimentales. Cependant, les souris invalidées pour Shp-1 dans l’épithélium intestinal ne 
présentent pas d’augmentation de la transcription des gènes cibles c-myc, cycline D1 et 
axine 2 (Fig. 14B-D). Ces résultats suggèrent donc que la perte de Shp-1 pourrait affecter la 
stabilité de la β-caténine sans toutefois permettre sa translocation nucléaire et son activité 
transcriptionnelle. Nous ne pouvons cependant pas exclure que cette augmentation de la 
β-caténine ne découle pas de l’hypertrophie cellulaire et donc d’une augmentation de la 
β-caténine associée à la membrane. Il a également été montré chez les souris invalidées 
pour Pten dans l’épithélium intestinal qu’elles présentent elles aussi une forte expression 
cellulaire de la β-caténine, sans toutefois qu’elles aient de modulation des niveaux de β-
caténine nucléaire (Langlois et al., 2009). Pourtant, Shp-1 a déjà été décrit comme étant un 
régulateur négatif de la voie Wnt/β-caténine dans des cellules en culture (Duchesne et al., 
2003; Simoneau et al., 2011). De plus, chez la souris Motheaten viable, une augmentation 
des niveaux protéiques de c-myc et de cycline D1 a été observée dans l’épithélium 
intestinal (Duchesne et al., 2003). Rappelons néanmoins que ces souris Motheaten viables 
possèdent une perte de fonction de Shp-1 dans tout l’organisme. Ainsi, les altérations 
phénotypiques observées chez ces souris peuvent découler de la perte de Shp-1 non 
seulement dans l’épithélium intestinal, mais également dans d’autres compartiments 
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cellulaires tels que les cellules mésenchymateuses sous-jacente à l’épithélium qui sont 
connu pour interagir et influencer les cellules épithéliales. De plus, les extraits utilisés sont 
des enrichissements et non des extraits purs d’épithélium. Par conséquent, une certaine 
proportion de cellule mésenchymateuses peut être inclue dans nos extraits. En ce qui 
concerne l’absence d’activation transcriptionnelle de la β-caténine chez les souris Shp-1CEI-
KO, ce pourrait également provenir de l’augmentation de l’expression de Ihh dans 
l’épithélium intestinal de nos souris expérimentales. En effet, il a déjà été montré dans les 
cellules colorectales DLD1, que Ihh inhibait leur prolifération, notamment en réduisant la 
transcription de gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine, tel que cycline D1. En réalité, Ihh 
contrôlerait la présence de la β-caténine et de TCF4 au noyau (van den Brink et al., 2004). 
En effet, il a été montré que Ihh induit une relocalisation de la β-caténine dans le 
cytoplasme (van Dop et al., 2009; van Dop et al., 2010). Ainsi, la présence d’un haut 
niveau de Ihh chez les souris Shp-1CEI-KO pourrait peut-être expliquer pourquoi l’activité 
transcriptionnelle de la voie Wnt/β-caténine est inactivée malgré que l’expression de la β-
caténine semble augmenter. De manière intéressante, des travaux antérieurs dans notre 
laboratoire ont montré que la surexpression de Shp-1 dans des cellules en culture accélère 
la dégradation protéique de la β-caténine dans le protéasome, et ce, de façon dépendante de 
l’activité GSK3 (Simoneau et al., 2011). Ainsi, nous pourrions spéculer que chez les souris 
Shp-1CEI-KO, de même que chez les souris PtenCEI-KO, l’hyperactivation d’Akt observée 
mènerait la phosphorylation et l’inactivation de GSK3 et donc à la stabilisation de la β-
caténine. D’autres expériences sont en cours dans le laboratoire pour vérifier cette 
hypothèse.  
 
5. La réduction de l’activité transcriptionnelle dépendante de la voie Wnt/β-caténine 
et de l’activité autophagique pourrait causer la perte de maturation des cellules de 
Paneth chez les souris Shp-1CEI-KO 
 La perte de maturité des cellules de Paneth observée chez les souris Shp-1CEI-KO 
pourrait découler de la réduction de l’activité transcriptionnelle de la voie Wnt/β-caténine. 
En effet, il est connu que l’activation de la voie Wnt/β-caténine est essentielle à la 
maturation de ce type cellulaire précisément (van Es et al., 2005). De plus, il est connu que 
cette voie est cruciale pour la prolifération des cellules épithéliales intestinales (Korinek et 
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al., 1998; Fevr et al., 2007). Puisque l’activité transcriptionnelle de la voie Wnt/β-caténine 
est réduite chez nos souris expérimentales, ceci pourrait aussi expliquer pourquoi la 
prolifération n’est pas fortement induite, bien que la voie PI3K/Akt soit hyperactivée.  
Outre l’activation de la voie Wnt/β-caténine, il existe de nombreux facteurs 
capables d’influencer la maturation et le bon fonctionnement des cellules de Paneth. 
Notamment, les cellules de Paneth sont très sensibles aux défauts d’autophagie. D’ailleurs, 
les cellules de Paneth ont besoin de l’autophagie pour être pleinement fonctionnelles 
(Stappenbeck, 2010). En effet, les souris invalidées pour Atg16l1, une protéine impliquée 
dans ce processus cellulaire, présentent des défauts dans l’empaquetage des granules de 
sécrétion et dans l’exocytose des peptides antimicrobiens (Cadwell et al., 2008; 
Stappenbeck, 2010). Les granules de sécrétion présentent donc une plus faible densité 
observée notamment par microscopie électronique (Stappenbeck, 2010). C’est également le 
cas des souris invalidées pour Igrm1 (immunity-related GTPase family M), une protéine 
impliquée dans le transport vésiculaire et dans l’autophagie. En effet, ces souris présentent 
elles aussi des granules de cellules de Paneth beaucoup moins denses, en plus d’avoir des 
cellules positives pour le lysozyme qui sont délocalisées (Liu et al., 2013). Il est intéressant 
de constater que les cellules de Paneth observées chez nos souris expérimentales présentent 
des défauts similaires aux cellules de Paneth de ces deux modèles de souris présentant des 
problèmes d’autophagie (Fig. 19B et C). Par ailleurs, nous avons observé une augmentation 
d’expression protéique et de l’ARNm de LC3A-I (Fig. 21A), ce qui réduit le ratio LC3A-
II/LC3A-I chez nos souris expérimentales (Fig. 21B). Ceci suggère donc qu’il y aurait 
effectivement une réduction du flux autophagique chez nos souris expérimentales, ce qui 
pourrait expliquer la présence de cellules de Paneth immatures. De plus, il est connu que la 
voie PI3K/Akt/mTOR inhibe l’autophagie lorsqu’elle est activée. En effet, l’activation de 
mTOR permettrait la phosphorylation de certains effecteurs de l’autophagie tels que 
ULK1-2 et Atg13 (Hosokawa et al., 2009; Jung et al., 2009), ce qui les inhiberait et 
empêcherait ainsi l’induction de ce processus cellulaire (Jung et al., 2010). L’activation 
soutenue de mTor dans l’épithélium des souris Shp-1CEI-KO pourrait donc réduire 
l’autophagie résultant en des défauts dans les granules de sécrétion et la maturation des 
cellules de Paneth. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 Les expériences réalisées lors de ma maîtrise avaient pour but d’évaluer le rôle joué 
par Shp-1 dans l’épithélium intestinal. Ensemble, mes résultats montrent que cette tyrosine 
phosphatase contrôle l'homéostasie de cet épithélium en affectant plusieurs processus 
cellulaires. En effet, la perte de Shp-1 dans les cellules épithéliales intestinales affecte leur 
prolifération, leur croissance et leur différenciation. Tous ces processus sont évidemment 
inter reliés et contrôlés par différentes voies de signalisation. 
 Mes travaux ont entre autres permis de mettre en lumière que Shp-1 contrôle 
l’activation de la voie PI3K/Akt/mTOR dans les cellules épithéliales intestinales. Celle-ci a 
été suggérée comme étant responsable de l’hypertrophie cellulaire observée suite à la 
délétion de Shp-1. Il reste toutefois à déterminer par quel mécanisme cette phosphatase 
contrôle l’activation de cette voie. À ce sujet, deux hypothèses sont à tester : à savoir si 
Shp-1 déphosphoryle directement sur tyrosine la sous-unité p85 de la PI3K, ou si elle 
déphosphoryle Pten. Dans les deux cas, la déphosphorylation par Shp-1 permet de réduire 
l’activation de la voie PI3K/Akt (Lu et al., 2003; Dubois et al., 2006). De plus, il serait 
aussi très pertinent de confirmer l’augmentation de la synthèse protéique dans l’épithélium 
intestinal des souris Shp-1CEI-KO, ce qui pourrait être fait par quantification de la 
puromycine suite à son injection juste avant l’euthanasie des souris (Goodman et 
Hornberger, 2013).  
Nos travaux antérieurs dans les cellules en culture avaient montré que la 
surexpression de Shp-1 entrainait non seulement une réduction de l’expression protéique de 
la β-caténine mais également de son activité transcriptionnelle (Duchesne et al., 2003; 
Simoneau et al., 2011). Une élévation du niveau protéique de la β-caténine semble 
effectivement être observée dans l’épithélium intestinal de nos souris Shp-1CEI-KO. De 
manière surprenante toutefois, une réduction importante de l’expression de certains des 
gènes cibles du complexe β-caténine/TCF4 a été notée chez les souris mutantes. Nous 
spéculons que la hausse d’expression de Ihh que nous avons observée chez les souris 
mutantes serait responsable de cette baisse d’activité transcriptionnelle du complexe β-
caténine/TCF4. En effet, Ihh est connu pour relocaliser la β-caténine du noyau vers le 
cytoplasme des cellules épithéliales, inactivant ainsi l’activité transcriptionnelle du 
complexe (van Dop et al., 2009; van Dop et al., 2010). Des expériences 
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d’immunohistochimie de la β-caténine dans les cellules cryptales de l’épithélium intestinal 
devront donc être effectuées afin de confirmer la localisation subcellulaire de la β-caténine 
chez les souris invalidées pour Shp-1.  
 La prolifération cellulaire est très modestement augmentée par la perte de Shp-1 
dans l’épithélium intestinal. Les voies PI3K/Akt et Wnt/β-caténine sont bien connues pour 
leurs rôles sur la prolifération cellulaire (Liang et al., 2002; Fevr et al., 2007). Toutefois, 
même si la voie PI3K/Akt est hyperactivée, l’activité transcriptionnelle dépendante de la 
voie Wnt/β-caténine est réduite, limitant ainsi les signaux prolifératifs pour les cellules 
cryptales intestinales. Il serait pertinent de vérifier le statut d’activation d’autres voies de 
signalisation connues pour influencer la prolifération de ces cellules, notamment les voies 
RAS/RAF/MEK/ERK1/2 ou la voie des BMPs. La signalisation dépendante des BMPs 
serait particulièrement intéressante à analyser puisqu’elle régularise la voie Wnt/β-caténine 
(He et al., 2004) et que l’expression de Ihh par l’épithélium intestinal permet l’activation de 
la voie des BMPs dans ces mêmes cellules (van Dop et al., 2009).  
 Nos résultats ont également permis de mettre en lumière un rôle pour Shp-1 dans la 
différenciation cellulaire, plus précisément dans la maturation des cellules de Paneth et des 
cellules caliciformes. En effet, la perte de Shp-1 dans l’épithélium intestinal engendre un 
nombre accru de cellules caliciformes pleinement matures, suggérant que la phosphatase 
pourrait influencer négativement leur différenciation. En fait, puisque les souris invalidées 
pour Shp-1 dans l’épithélium intestinal présentent une accumulation de cellules 
intermédiaires et une absence de cellules de Paneth matures, il serait envisageable de 
considérer qu’en fait cette phosphatase favoriserait la maturation des cellules de Paneth à 
partir du précurseur commun Paneth/caliciforme. 
 Afin de vérifier l’implication de Ihh dans la répression de l’activité 
transcriptionnelle de la voie Wnt/β-caténine, il serait fort intéressant de réprimer son 
expression par injection de cyclopamine chez les souris Shp-1CEI-KO afin de voir si cela 
serait suffisant pour hyperactiver la voie Wnt/β-caténine (Sanchez et Ruiz i Altaba, 2005). 
Dans ce contexte, il serait aussi pertinent d’étudier chez ces souris les cellules de Paneth 
pour voir si elles gagnent en maturité. Il serait également important de déterminer les 
mécanismes moléculaires par lesquels la perte de Shp-1 favorise l’expression de Ihh. 
Puisque les souris PtenCEI-KO montrent un phénotype similaire aux souris Shp-1CEI-KO, peut-
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être est-ce la voie PI3K/Akt qui promeut l’expression de ce morphogène par les cellules 
épithéliales? 
 Un autre processus cellulaire a attiré notre attention par rapport à la présence de 
cellules de Paneth immatures. Il s’agit de l’autophagie qui, chez nos souris expérimentales, 
semble moins active, en accord avec l’activation soutenue de mTOR. L’observation par 
microscopie électronique à transmission du réticulum endoplasmique et des 
autophagosomes des cellules de Paneth pourrait renseigner davantage quant à l’éventualité 
d’avoir un défaut d’autophagie suite à la délétion de Shp-1 dans l’épithélium intestinal. En 
effet, les cellules de Paneth de souris présentant des défauts d’autophagie ont un réticulum 
endoplasmique aberrant qui forme des vésicules au lieu de se stratifier (Stappenbeck, 
2010). 
 Cependant, l’expression accrue de Ihh et la réduction du flux autophagique 
n’expliquent pas entièrement le phénotype de cellules de Paneth immatures puisque chez 
les souris PtenCEI-KO, les cellules de Paneth n’arborent pas le même phénotype ni le même 
nombre de cellules intermédiaires. Ceci suggère donc que la perte de Shp-1 affecterait 
d’autres effecteurs de signalisation qui seraient impliqués eux aussi dans la différenciation 
et maturation des cellules de Paneth. D’ailleurs, de récentes études ont montré que le statut 
d’activation de la voie RAS/RAF/MEK/ERK1/2 influençait la détermination des cellules 
caliciformes et, par le fait même, des cellules de Paneth (Heuberger et al., 2014; Yamashita 
et al., 2014), ce qui montre encore plus le besoin d’évaluer le statut cette voie de 
signalisation chez nos souris expérimentales. 
 Tous les effets discutés dans ce mémoire ne concernent que l’intestin grêle puisque 
de prime abord, aucune altération macroscopique du phénotype colique n’a été observée. 
Néanmoins, il serait intéressant d’analyser la signalisation au niveau du côlon afin de 
déterminer si Shp-1 est actif dans ce tissu et s’il y a des altérations dans la prolifération et la 
différenciation des colonocytes chez la souris Shp-1CEI-KO. Finalement, bien que les souris 
invalidées pour Shp-1 ne développent pas spontanément d’inflammation intestinale, il serait 
intéressant de les exposer à un stress, tels que le DSS ou une diète riche en gras, afin de 
voir si l’absence de Shp-1 dans l’épithélium déclenche une réponse inflammatoire accrue. 
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 En conclusion, pris ensemble nos résultats confirment notre hypothèse que Shp-1 
régularise l’homéostasie de l’épithélium intestinal chez la souris en contrôlant notamment 
la croissance et la différenciation cellulaire.  
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